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Los Doctores D. Máximo Vento Torres, Dña. María Carmen Collado Amores y Dña. Eva 
Serna García como directores de tesis, así como D. Federico V. Pallardó Calatayud, como 
tutor de tesis, 
   EXPONEN:  
Que los tres artículos que se recogen en la tesis están publicados en revistas indexadas 
con los siguientes factores de impacto: 
1. Parra-Llorca A, Gormaz M, Alcántara C, Cernada M, Nuñez-Ramiro A, Vento M, 
Collado MC. Preterm Gut Microbiome Depending on Feeding Type: Significance of 
Donor Human Milk. Front Microbiol. 2018;9:1376.  
 
Doi: 10.3389/fmicb.2018.01376. PMID: 29997594; PMCID: PMC6030370. 
Indicadores de calidad: Frontiers in Microbiology. Impact Factor 4.23.     Q1. 
 
2. Parra-Llorca A, Gormaz M, Sánchez-Illana Á, Piñeiro-Ramos JD, Collado MC, 
Serna E, Cernada M, Núñez-Ramiro A, Ramón-Beltrán A, Oger C, Galano JM, Vigor 
C, Durand T, Kuligowski J, Vento M. Does Pasteurized Donor Human Milk Efficiently 
Protect Preterm Infants Against Oxidative Stress? Antioxid Redox Signal. 
2019;31:791-799.  
 
Doi: 10.1089/ars.2019.7821. PMID: 31250657. 
Indicadores de calidad: Antioxidants & Redox Signaling. Impact Factor 6.32.    Q1.  
 
3. Parra-Llorca A, Gormaz M, Lorente-Pozo S, Cernada M, García-Robles A, Torres-
Cuevas I, Kuligoswki J, Collado MC, Serna E, Vento M. Impact of Donor Human Milk 
in the Preterm Very Low Birth Weight Gut Transcriptome Profile by Use of Exfoliated 
Intestinal Cells. Nutrients. 2019;11:2677.  
 
Doi: 10.3390/nu11112677. PMID: 31694290; PMCID: PMC6893464. 
 Indicadores de calidad: Nutrients. Journal Impact Factor 4.17.    Q1.   






Así mismo, EXPONEN: 
 
Que la Doctoranda, Anna Parra Llorca, ha participado en cada uno de los 3 artículos 
planificando el experimento, escribiendo el proyecto y solicitando su aceptación por el 
comité ético. Anna Parra Llorca recogió todas las muestras y datos clínicos. Junto con sus 
directores realizó el análisis microbiológico de las heces, el análisis del estrés oxidativo en 
orina y el estudio de la expresión genómica en las células intestinales exfoliadas de las 
muestras recogidas. La Doctoranda escribió el primer borrador de los artículos y el resto de 
autores lo revisaron. Todos los autores aceptaron la versión final del manuscrito.  
Las muestras y los datos expuestos en los artículos han sido explícitamente recogidos para 

















Para la realización de la Tesis Doctoral Internacional presentada, la investigadora Anna 
Parra Llorca ha disfrutado de:  
       •  La beca Post-Médico Interno Residente, otorgada por el Instituto de 
 Investigación Sanitaria La Fe. 
• La beca Río Hortega, otorgada por el Instituto de Investigación en Salud Carlos III. 
Para la obtención de la Tesis Doctoral presentada con mención de “Tesis Internacional”, la 
investigadora ha realizado una estancia internacional en:  
• Hospital Vrije Uinversiteit & Emma Children’s Hospital, Amsterdam. Países Bajos. 
bajo la supervisión del Prof. Dr. Tim de Meij, MD, PhD y Prof. Dr. J. B. van 

































         
 
             



















A TODOS LOS QUE CONFIASTEIS EN MI 
 
LAS PERSONAS QUE ELIGES EN TU VIDA REFLEJAN EL AMOR QUE SIENTES POR TI 
 
Desde pequeña…SIEMPRE he querido escribir un libro. Adoraba leer. Ese ‘Anna! Apaga ya la luz’. 
Esas contestaciones a: ‘¿Qué quieres ser de mayor?’... y mi respuesta siempre era: ‘Claramente: 
Escritora de libros’… 
 
Y ESTA…parece que es mi oportunidad (*Tendreis que ir a la bibliografía indexada para descubrir 
más ;) 
 
Poco a poco, fui creciendo. Y cambié de opinión. ¡¡Iba a ser Farmacéutica!! Adoraba las horas en el 
horno, vendiendo, peleándome con la máquina registradora. Relacionándome con la gente. 
TODO…apuntaba al mundo de la SALUD.  
 
Y un día, no recuerdo ni cómo ni cuando…decidí: SER PEDIATRA. Algo nació en mi. Siempre 
digo…que nuestro camino, intentamos decidirlo y organizarlo, pero…Nace así. Lo vives. Lo aceptas. 
Lo disfrutas. De hecho, LA VIDA… ‘ES ALGO QUE TE VA PASANDO MIENTRAS TE 
EMPEÑAS EN HACER OTROS PLANES’  J. 
 
Ésta es una oportunidad ÚNICA de dar GRACIAS ABIERTAMENTE y dedicar estas palabras, a 
todas esas personas…que me han hecho ser quien soy. Que se han subido al tren de mi vida y me la 
han hecho tan BONITA. 
 
Empezaré a dar las GRACIAS sabiendo TODOS/AS/ES…que “el orden de los factores no altera el 
producto”1.   
 
Nombraré cada recuerdo y personas importantes en mi vida. Pero, seguramente…tras 34 
años…alguien me falte o esté al final. Pero os QUIERO A TODOS POR IGUAL. LO SABEIS. O 
AL MENOS, INTENTO TRANSMITÍROSLO. DÍA A DÍA. 
 
Gracias a esa persona ‘Panadero de toda la vida’. Esa sonrisa inmensa, eterna. Esa persona que 
siempre me ha inculcado: “SE FELIZ. Acuéstate sabiendo que hoy…has cumplido! Yo ponía harina, 
aceite y sal, cada noche, y por la mañana TODOS me agradecían mi trabajo”2. 
 
Gracias…a esa persona que…me ha querido de forma incondicional desde que nací. Que me ha 
llevado con ella a cada parte del mundo. Que es parte de mis ‘HIJIS Y MAMIS’3. 
 
Gracias...a esa persona que me sigue mirando y guiando DESDE EL CIELO. Se que estás con tu 
mejor vestido y tu mejor pintalabios, sonriendo mientras nos miramos4. 
 
Gracias…por siempre creer en mi. A esa figura que tengo de: Firmeza. Valentía. CARIÑO. 
Disciplina. Por saber formar una familia tan bonita5. 
 
Gracias…a esas DOS personas que han sido para mi, lo más parecido que he tenido a un hermano. 
Gracias por vuestro cariño, vuestra preocupación siempre por mi. Vuestros ‘sin filtros contándome 
todo, hasta el infinito y más allá’6.  
 
Gracias a esa persona SENSATA, modesta, de pocas palabras, pero increíbles, siempre. Ese cariño y 
amor eterno7  y gracias por traer a casa a esa mujer tan DULCE siempre, tan agradecida y que desde 
el momento en que os llevé las arras…nos tenemos8. 
 
 
Gracias a esas llamadas inesperadas. A tus DETALLES. Tu decisión de hacerme madrina de tu hija, 
al igual que mi padre el tuyo, y tú la mía. Gracias por hacerme formar parte de esa gran familia que 
has formado. Por tus sesiones de belleza en tu esteticién. Por tanto, siempre9. 
 
Gracias a esos primos-Parra que siempre me han tenido como ‘la pequeña y me han CUIDADO 
“como si no hubiera un mañana”10. 
 
Gracias a esos primos-Llorca-Canet. Porque siempre nos tenemos11. 
 
Gràcies… a les meues ‘AMIGUES’. Per TOT I PER TANT. Per tantes clases compartides, festes, 
consells, moments i vida12. 
 
Gràcies…a ‘OLIWOOD’. Perque sempre heu apostat per mi. I m’heu empoderat13. 
 
Gràcies…a les meues ‘SANTIAGUERES’. ‘’Bordel de estrellas tierra i mar, lo importante es 
CAMINAR’. Per ensenyar-me que…si volem… TOT ES POT. Que si li possem ganes i AMOR. A 
tot arribem. Que a pesar de les dificultats… ens tenim i lluïtem juntes. PER SEMPRE14. 
 
Gràcies a eixa personeta amb qui compartisc ‘caixeta de RECORDS INFINTIS’15.  
 
Gracias ‘CHATIS’ 16 y ‘BARCO’17. Por coincidir con vosotras/os/es en la residencia y hacérmela 
vivir tan INTENSA Y BONITA.  
 
Gracias mi ALMA GEMELA. Mi compañera diaria de vida. De anécdotas. Nos tenemos…a pesar de 
la distancia18. 
 
Gràcies a eixes amigues del ‘Cole’...que segueixen amb mi a pesar de tants anys19. 
. 
Gràcies a les meues ‘PERRYS DOCTORS20 i PERROS EN GENERAL21’. Amics de la carrera. 
Llarga, ho sabem, però inoblidable. Com pot ser que recorde eixa etapa amb tanta estima? Amb tants 
moments bonics? Amb tant viscut i aprés? Val. Si. Ho se. Gràcies a VOS :). 
 
Gracias a mis ‘Co-R i mi Co-CoR’ J por hacer que tantas horas en el hospital fueran increíbles. 
Nadie dijo que fuera fácil. ¡¡¡¡Conseguimos ser PEDIATRAS!!!! Pero nadie nos había dicho todo lo 
que había detrás. Pues ya os lo digo yo…que detrás estáis vosotros. Y fue duro, pero a vuestro 
lado…fue GENIAL22. 
 
Gracias a mis ‘BRILLI-BRILLI’. Por hacerme llegar al trabajo con una sonrisa diaria. Por enseñarme 
que ‘LA VIDA ES UNA VERBERNA Y NO DEBEMOS DEJAR DE BAILAR’23. 
 
Gracias a mis ‘SEÑORAS BIEN/EXPERTAS’. Porque me dais la vida. Día a día en Valencia. Me 
sacais muchas risas. Y mucho ánimo y compresión24. 
 
Gracias a mis compañeros de viajes…a cualquier rincón del mundo25. 
 
Gracias a mi ‘FORMENTERA TEAM’. Amigas…sois magia :)26. 
 
Gracias a mi ‘EMPRESA’. Que siempre apuesta, porque “ después del chaparrón, siempre sale el 
arco Iris”27.  
 
Gracias a mis “SEMPRE UNITS”28.  
 
Gracias a mi madre de Valencia29.  
 
 
Gracias a mi INSPIRACIÓN musical. A mis maestras de PIANO e instructoras de vida30. 
 
Gracias a mis R2-R3-R4-Adjuntillos jóvenes…Resis pequeños. Mi pequeña-gran familia 
Pediátrica31. 
 
Gracias a esas personas INCREÍBLES que me enseña cada día el IMPRESIONANTE MUNDO DE 
LA NEONATOLOGÍA32. 
 
Gracias a todos los ADJUNTOS de Pediatría que me han enseñado todo lo que se ‘del niño que habla’. 
Desde equipo de Nutrición y Metabolopatías, Atención Primaria, Neurología, Lactantes, Escolares, 
Urgencias, Endocrino, Neumología y Alergia, Oncología, Gastro-Enterología, Cardiología, etc 
infinito33. 
 
Gracias a mi experiencia post-MIR / Adjuntilla Joven, en territorio nuevo pero familiar, SIEMPRE: 
Hospital 9 Octubre. Consuelo. Hospital Universitario de Castellón. Manisses34. 
 
A esa secretaria que me ha hecho todo tan fácil 35. 
 
Gracias al GIP: SOIS GRANDES!!!!! Gracias por dejarme formar parte de vuestro equipo36. 
 
Gracias a esas exbecarias. Que me dieron luz y calma para emprender este proyecto37. 
 
Gracias a esas personitas de apoyo en mesa redonda38. 
 
Thanks to my Dutch Family for welcoming me so well! I will be back when the Pandemic will finish, 
for sure!39. 
 
Gracias a CADA PADRE/MADRE, RECIÉN NACIDO PREMATURO, ENFERMERAS, 
AUXILIARES, BANCO DE LECHE…sin vosotros. Esto no hubiera sido posible40. 
 
 
Gracias a esas GRANDES MENTES…que me dieron la idea de este proyecto de tesis41,42,43. 
 
Y por último, pero no por ello menos importante, cómo Llorca-Canet et al.1 nos había reseñado: 
 
Gracias INFINITAS E INCONDICIONALES…a MIS DIRECTORES:  
Por toda su paciencia, dedicación, enseñanzas, horas invertidas en mi44,45,46. Detrás de este largo 
camino habeis estado vosotros, dándome ánimo y confiando en mi. 
 
Gracias a mi TUTOR47.  
 
Cada uno de vosotros…sabeis que esto ha sido una carrera de fondo. En todos los sentidos. Intelectual 
y personal. Sin vosotros…nunca hubiera llegado. 
Dependía de mi, pero apoyada, nivel máximo, de mil personas increibles a mi a alrededor, he llegado 
más rápido y sobretodo, más  BONITO. 
 
Y con todo concluyo que: 
    
 
             BAILEMOS48.  
 
         
 




1. A mi MADRE. INMA. A quien debo TODO. A esa profesora de matemáticas que siempre 
tenía razón al resolver los problemas J  aunque yo no lo quisiera ver. Por toda su paciencia y 
dedicación. Por el interés para que estudiara. Por todo Tu AMOR incondicional. Por darme 
LA VIDA. 
2. A mi PADRE. VICENTE. Que siempre me dice que “yo quería ser Panadera, trabajando de 
noche y vistiendo de blanco”. Gracias por enseñarme a sonreir siempre. Por tu interés en que 
hiciera deporte. Gracias por tus ‘sermonets’ de enseñanzas de vida y estar siempre ahí. 
3. A mi TÍA ROSA. Mi segunda madre. De ella aprendí la inquietud por conocer mundo. Por 
viajar. Por aprender a conocer otras culturas y tener experiencias inolvidables. Todos 
deberíamos tener una ‘Tía Rosa’ en nuestra vida J. 
4. A mi ABUELA RAMONA. Por enseñarme a organizar, limpiar, cocinar. Ser una VALIENTE 
en la vida.  Por enseñarme el camino de Jesús, Juniors, acampadas, y todo lo que 
secundariamente eso me ha aportado en la vida. Por cada abracito eterno que siempre 
AÑORO. Por esos ‘sucesos y anécdotas’ que siempre me has contado. Por enseñarme esa 
parte de ‘presumida’ que siempre has tenido J. Estamos JUNTAS. Te Sueño cada noche. Se 
que HOY Y SIEMPRE ESTÁS AQUÍ.  
5. A mi ABUELO VICENTE. Ese trabajador sin descanso. Ese labrador que tiene todas sus 
lesiones de la piel por tanto sol. Por esas naranjas tan sabrosas que siempre hemos tenido en 
casa.  
Se que hoy vistes tu mejor corbata, o pajarita ;). Se lo que significa para ti que tus 3 nietos 
estén bien e intenten llegar lo más lejos que puedan. Y lo estamos intentando. Tennos 
paciencia J. ‘TE QUIERO MUCHO ABUELO’! 
6. JOSE VICENTE y JUAN RAMÓN. Mis súper-primos! Mi ‘TOP-SECRET’. Cuando 
nacisteis…yo tenía 9-10 años más. Esos juegos de ‘bomberos, policías, conductores de trenes, 
ingenieros de fábricas’… Pues aquí estamos. CUMPLIENDO NUESTROS SUEÑOS. Tan 
unidos cómo siempre o más. Gracias por vuestro cariño y hacerme formar parte de vuestras 
vidas. 
7. A mi TÍO JOSE. PADRINO. Por tanta sabiduría, tanto saber estar. Tanto objetivismo de las 
cosas. Porque desde tu silencio…estás siempre. 
8. A mi TÍA GEMA. Por tanto cariño siempre conmigo. Por tus consejos, tu saber escuchar. Por 
siempre tanto. 
9. A mi PRIMA MAITE. MADRINA. Por darme calma siempre, de que todo llegará. Que no 
tenga prisa. Que sonria y tenga calma. Te hago caso ;) siempre tienes razón. Espero ser con 
Teresa todo lo que tu sido para mi. Mario y Toni también forman parte de este reto. Siempre 
:). 
10. Als meus PARRETES. Sempre guiats per la IAIA MARIA (sigo teniendo esos rizos que te 
perdían :) i per el IAIO FRANCISCO. A la tia MARU i el tio PEPE. Al tio SALVA i la tia 
ROSITA. Al tio PACO i tia TERESA (que ens cuiden desde el cel). A cada un dels meus 9 
cosins Parra. Parelles i fills. Per tindrem sempre tan mimada i fer-me sentir una més, a pesar 
de la diferència d’edat. Rafa, por llevarme en moto a ver a los reyes :), per cada missatge, 
cridaeta o dinaret en panderetes i versets nadalencs. Vos estime.  
11. A mis primos i tios LLORCA. RosaMari: Eixos jocs amb la cuineta, eixes Barbies, bicis, 
patins, els playmòbils, eixos pesics que em feien espabilar J Salva, Pere, Silvia, Natalia, etc. 
A mis tios i primos CANET. Gracias a todos por tanto. 
12. A les meues ‘AMIGUES’: PER TOT. PER TANT. Luz…eres LUZ. Nada más que añadir que 
no sepas. Gracias por esos 5 años de convivencia, e incontables de amistad. Por tu calma. Tu 
paciencia. Tus consejos. Lucia (companya també de carrera). Pauli (companya també de ‘la 
capi’ J. AnnaF (encara no sabem qui ha copiat el nom a qui :) Gràcies per sempre estar. A 
qualsevol hora, en qualsevol lloc, en qualsevol moment. Per tant viscut. I tant que ens queda. 
SOU UNA DE LES MEUES MILLORS CASUALITATS.  
13. A ‘OLIWOOD’. Per sempre tant. ‘El Mar’ (Manel). Aixó resumeix tot. Això, i ‘el pontet’. 
Tot s’ha de dir  :)  Xarraetes, escapaes, i confiar amb mi com a Pediatra i com a amiga.  
 
14. A les meues ‘SANTIAGUERES’: EVA…..eixa ESTRELLETA que el món ha portat a la 
meua vida per a ajudar-me a trobar el camí :). Sara i la nostra adventura conductora amb besets 
de vaca inclosos, Trici i els nostres passejos pel Turia, Mar i les nostres xarraetes telefòniques 
eternes. VOS ESTIME INFINIT. 
15. ESTER. Eté-Júlia-Pol-Thibs. Que dir-te que no sàpies. 4 anys. Col.legi Rebollet. Balet. 
Anglés. Piano. Carrera. La vida ens ha fet fer un camí juntes. La vida i nostrales. Gràcies per 
fer-me Padrina del teu Fill. Gràcies per comptar amb mi sempre. Per preguntar-me. Per 
escoltar-me. Per aconsellar-me. Per confiar. Per ser de casa. Gràcies per tant i per SEMPRE. 
16. A mis ‘CHATIS’: cómo puede ser hacer… algo tan sacrificado…tan INOLVIDABLE? Sí. 
Así sois. Anita, Carazo, Viri, Isa. Gracias por tantos consejos. Por tantas noches de guardia, 
escapadas, videoconferencias-cotilleos, CONSEJOS. Gracias por TANTO. 
17. Esos PARCERITOS…que siempre nos han ofrecido fiesta eterna, BACHATITAS, 
conciertos, risas, viajes. Interconsultas a altas horas de la noche, siempre contestadas con el 
mejor cariño. Esteban, Dieguini, Jorge, Camilito, JoseTomás…TODOS. SIEMPRE. 
18. MABEL. Poco puedo decir que no sepas. GRACIAS. Sólo Tu y Yo sabemos lo que hay detrás 
de esta amistad. “HEMOS VENIDO A SER FELICES…que nada nos distraiga “J. Porque 
al final. Siempre sale el arco iris. O no, pero lo pintamos nosotras J. 
19. Patty…esas llamadas anuales casi de: quedamos ahora ya? J si. Siempre es un Sí. Rosa. 
Cridaetes inesperades de ‘puesta al dia’. Estic amb tu. Sandra…TATASHH. SempreJuntes J 
Mónica, por tanto vivido. PER SEMPRE JUNTES.  
20. A les meues `PERRYS DOCTORS’. Supose que açò no quedarà molt be escrit en una tesis 
J però es que tinc tantes gràcies por donar-vos per TANT. Desde els primers canvis d’apunts 
en la carrera, els primers cafés, les primeres nits de pijama Disney, despedides, bodes, Tot. 
Desde TOT. GRÀCIES PER SEMPRE I PER TANT.  
21. Als meus ‘PERROS EN GENERAL’. DE CADA UN de vosaltres…HE APRÉS MOLT. A 
banda dels crèdits de lliure elecció (piragüisme, rem, vela, moros :)  
Desde cridaetes telefòniques infinites... (gràcies a eixes xarraetes crec que telefònica viu i tinc 
el MIR aprovat :) Per les cridaetes incondicionals d`ànims i carinyo, per els xistes infinits per 
whats’upp, per les guàrdies de UCIP_N amb tanta seguretat i confiança els dos junts, PER 
CRÈIXER AMB TÚ durant 13 anys J . 
22. Gracias INFINITAS a mis Co-R. Llegamos como 12 desconocidos, con el mismo objetivo. 
Podría haber habido rivalidad…pero encontré apoyo, constancia, ánimos, amor. Puesta de 
guardias, noches en vela, pero también risas, villancicos y mucho, mucho compañerismo. 
POR SIEMPRE. PARA SIEMPRE. Por un compañero de vida y de viajes (Vic), por una 
compañera de misiones (Reich), por un apoyo diario (MariaRamon, RPayá), por el apoyo 
incondicional de todos/as (GABI, Hemir, Cata, Silvi, Rosita, Cami), por salvar km para seguir 
con la amistad (Leyre), por entendernos y apoyarnos e informarnos. Por confiar en mi en 
vuestros partos. Por todo. Por tanto. SIEMPRE. 
23. BAILA LENTO. SUEÑA SIEMPRE. AMA MUCHO. SE VALIENTE. Aguar/Cer/Bru. No 
sabría por donde empezar. Por mi descubridora de Lucia-B y de que ‘eres muy bonica’. Por 
mis DESCUBRIDORAS de artículos, estadística, proyectos científicos. Hacerme partícipe de 
vuestra vida familiar, del padel-surf, de los cuentos antes de dormir. De ‘les xarraetes 
conciencia-todo de la taquilla’ mientras nos ponemos ese traje de HEROÍNAS :) NO TENGO 
PALABRAS SUFICIENTES, POR TODO Y POR TANTO.  
24. A mis ‘SEÑORAS BIEN Y EXPERTAS’. ¿Qué decir? Que os quiero siempre en mi vida. 
Desde San y un Fitboxing y compresión/serenidad infinita, amor y viajes. Hasta unas llamadas 
de mi Ester de ‘madurez ya por favor’ que me hacen entender el mundo mejor y más fuerte. 
Lu pequeña y sus consejos, su saber escuchar, su compartir pleno. Lu Fer y nuestros viajes a 
la nieve cuanto más lejos mejor. Albita. MeryPorto. Amor eterno. TODO con vosotras.  
25. VIAJES ETERNOS. Costa Oeste. Japón. Myanmar. Risas. Fotos. Paz. Tranquilidad… Adri 
y nuestras confesiones ETERNAS E INFINITAS. San Y NUESTROS CONSEJOS y cami-
corre. LuciaFer Y NUESTRAS RISAS. Gracias… por sacarme en mis peores momentos. 
Gracias por enseñarme el MUNDO J  
 
26. FORMENTERA TEAM…que os puedo decir? ¡Que me dais vida! Que siempre estais ahí 
para escuchar los Parri-Capítulos. Mi Martis, Jess, Perecita, MerySue, Mamen. ¡¡Que suerte 
teneros!! 
27. A mi EMPRESA. Por esos amigos invisibles. Por … estar SIEMPRE. Y comprender TODO. 
“Las personas que eliges en tu vida…reflejan el amor que siente por ti”. Gracias por Tanto. 
Antonio. Toni. Hector. Adell. Silvi. Macri. Volveremos a Piccadilly :) 
28. AMICS DELS JUNIORS. JUANJO…SENSE PARAULES. Esmeralda. Gràcies per tan poca 
distància amb tants km. Fernando, Óscar, Carlos, Peris, Gema, Paco Pérez, Arturo, Pau, 
Anabel, Marta (i el nostre 31Oct;)…Acampaes. Vivaks. Vivències. Camins…”SEMPRE 
UNITS”. 
29. LILIANA. Gracias por ser mi madre de Valencia. Por estar siempre. Cualquier dia. A 
cualquier hora. Gracias por venir a vestirme cuando no llego a las cremalleras de los vestidos. 
Gracias por dejarme casa taaaaan ordenada y limpita siempre. Gracias por tanto siempre. 
30. Patri Gasqué. Dolores Medina. MÚSICA. PIANO. VIDA. LUZ. Cuantos años y cuanta 
sabiduría me habeis inculcado. Os conocí con 6 años…y hasta ahora. Esas neuronas que 
parecen que hacen sinapsis tras aprender música… las tengo por vuestro, esfuerzo, por vuestra 
paciencia, por vuestra dedicación. Hemos compartido muchas horas de música…pero también 
una forma de vida y muchos momentos personales. Os llevo siempre en el corazón. GRACIAS 
INFINITAS. Esther Molió, Paco, Victor, Noelia, Tobar…quantes hores de conservatori. De 
festes. De rises. Gràcies per Tot i per Sempre. 
31. R-2-3-4…mis discípulos más cercanos. Y yo su mayor ‘follower’ J Andrea…mención a 
parte de lo que significa AMISTAD. EN SU PLENO SIGNIFICADO. Esteban… y nuestra 
complicidad. LauritaTorrejón y nuestra CALMA.  Cris y nuestras llamadas. FerBirl que brilla 
allá dónde va. Toni y nuestro rio. MaríaRodri y nuestras confesiones. EtcEtc. 
Vir. J  Paloma por tanto, Yolanda, Cris, Lucía, Prax, etcetc. No os puedo nombrar pero sabeis 
quién sois y cómo me habeis ayudado. A nivel científico y sentimental.  
Resis pequeños…esa alegría que me inspiraba a daros ‘esquemitas prácticos’ y a organizar 
QUEDADITAS NEGRITO y Noches de ‘cenar es de cobardes’, que nos daban la vida J 
GRACIAS DE CORAZÓN. 
32. A mis… GUÍAS NEONATALES. Cada día me levanto con una sonrisa porque voy a trabajar 
a gusto y se que voy a aprender algo gracias a vosotras/os y con vosotras/os.  
*Isabel Izquierdo: que viaje tan compartido... “QUE SUERTE TENERNOS”. Gracias por 
tanta calma. Por estar. Siempre. 
*Ana Gimeno, Pilar Saenz, Raquel Escrig: Por siempre CONFIAR. Por siempre 
ENSEÑARME. Por tanta docencia y vida compartida. Por TODO. Por TANTO.  
*Ariadna: vas ser la meua primera llum a la Neonatología. Em vas ensenyar lo boniqueta que 
era. 
*Guti! ¡Paco! Mención Especial. Grandes Mentes y Grandes Personas. Os adoro. Desde el dia 
que os conocí. 
*Puri Marín: gracias por confiar en mi e intentar instruirme en tu sabiduría Dismorfológica. 
 *Nuria Boronat: Gracias por confiar en que les pase la postura del candelabro y paracaidista 
a estos bebés. No sabes cómo me preguntan por ti.  
*Sergio. Santi. Jd: Gracias por esos ‘caféses matutinos’ J. Me dan vida. 
*Toñi: ¿¿¿Pero que haría yo sin ti??? Gracias por ayudarme en mi tetrix para organizarme las 
guardias. Eres un cielo. 
 
Gracias por vuestra paciencia. Por vuestra calma. GRACIAS AL EQUIPAZO EN 
GENERAL. Que suerte ir con una sonrisa a trabajar cada día. QUE SUERTE TENEROS. 
 
33. A mis…ADJUNTOS DE RESIDENCIA DEL HOSPITAL LA FE. Que me han guiado 
durante todo este tiempo. Y me han hecho llegar aquí. No se poner nombres, Dr. Dalmau, Dr. 
Victoria, Dra. Gallego, Dr. Cortell, Dr. Tomás, Dras. Ferrer, Dra. Tellez, Dra. Polo, Dr. Aragó, 
Dra. Moreno, Dr. Ruiz, Dr. Fernández, Dr. Modesto, Dr. Ibiza. Dra. Vidal…Un largo sin fin 
 
de personas que han ido poniendo en mi su granito de arena para llegar dónde estoy J. 
Gracias. 
34. Experiencia post-MIR…donde he iniciado nuevas amistades que perduran Tanto a nivel 
médico como de enfermería y auxiliares. OS ADORO. Gracias por traerme ‘mis libretas del 
saber’ para comprobar las técnicas :)  
9OCT: Manoli, Bea, Vane, Majo: gracias por tanto. RosaMerlos, RosaNavarro, Sonia, 
Antonia, JaviMiranda, SalvaMartínez. Gracias por confiar y contar conmigo. 
Castellón: Sandra (comprensió infinita, boomerang amb TOT. Amistat i feina tot a una :). 
Carlos (amics dsd sempre i per sempre). Irene. Carol. Ana E. Toni. Vicente, Arancha. TOTS. 
SEMPRE.  
35. MARI... Qué dir? Que darrere de una pantalla…. I quan has posat tanta il.lusió per una cosa… 
sentir-te tan a prop. Amb noticies contínues. ‘No intentes entendre les FASES J jajaja. ¡Val! 
Quina locura de papeleo i que calma tindret ahí.  
36. GIP: Definido como Grupo de Investigación en Perinatología. Julia…sin palabras para 
expresar tanto apoyo y tanta confianza. Ana G. Robles… esos cafés mañaneros. Ese apoyo 
diario e inconcidional. GRACIAS. Ana G. Blanco… a quien intento seguir y ser como ella. 
Gracias por tanta confianza plena.  
Ángel, David, Sheila… Gracias por compartir este camino conmigo. 
37. ¡Albita! Bego! Cubells! Esto lo iniciamos juntas. Y lo acabamos juntas también.  
38. Equipazo! MESAS REDONDAS. De consejos. De estar. De escuchar. De apoyar. Álvaro. 
Ale. Inma. Gracias. Esos "becarios-precarios-Motivados" J … gracias por contar conmigo. 
Ahora soy la ‘mayor’ y no se si llego a ser con vosotros como los que me enseñaron. Pero lo 
intento. Gracias por confiar. Por recoger mis cafés esparcidos por ahí y por confiar en mi J 
para todo. Espero que sepais que me teneis, SIEMPRE. 
39. Rotatorio externo. Tesis Internacional. Amsterdam. Dr. Tim de Meij. Dr. Van Goudoever. 
Thanks for that welcome. For make me feeling like at home. Thanks for invite me to your 
congress, to your hospital. Thank you for opening your home to me. Nancy, Sofia, Thomas, 
… I will come back to do all the tinkgs that we have pending to do.  
40. SERVICIO DE NEONATOLOGÍA DEL HOSPITAL LA FE. Equipazo. Gracias por cada 
llamada para recoger muestras, por interesaros por el estudio. Por preguntarme y apoyarme 
de forma altruista. Gracias a los padres que me han permitido recoger muestras para el 
estudio… con el fin de conocer cada día más acerca de estos bebés….mis PEQUEÑOS 
GRANDES HÉROES.  
Gracias Amparo Ramón. Por tu ayuda incondicional. Por tu calma y organización. Por estar 




41. MARÍA GORMAZ…GRACIAS por estar siempre. Por tenerme en cuenta. Por tus ideas. Por 
tu sonrisa. Por confiar en mi. 
 
 
42. MARÍA CERNADA… ¿qué faria jo sense tu?. La meua guia científica/espiritual J Gràcies 
per tans minuts dedicats a mi. Davant de l'ordinador i davant de la taquilla. PER SEMPRE.  
 
 
43. JULIA KULIGOWSKI. Te confieso que todavía sigo buscando tu apellido para no escribirlo 
mal :) Gracias por tu interés, paciencia, ganas de enseñarme y por hacerme recitar sin respirar 











44. Al Doctor Máximo Vento. MI PADRE CIENTÍFICO. Por tanto. Por todo. No tengo palabras 
de agradecimiento. No se pueden plasmar. Por esos cafés de sabiduría y lluvia de ideas en 
Torre A con alguien tan GRANDE y tan cercano.  
45. A la Doctora MariaCarmen Collado. Por confiar en mi. Por tenerme siempre presente. Por 
tanta ayuda y tanto apoyo. Por enseñarme tanto. Por ese MAMI y mil estudios más. POR UN 
PRINCIPIO DE UN TODO. 
46. A la Doctora Eva Serna. Por ser tan cercana. Por esa paciencia. POR TODO LO QUE HE 
APRENDIDO A TU LADO, contigo. Esas largas horas de teléfono :) Por esa enseñanza 
sábados noches al teléfono. Nunca sabré como devolverte tanto. 
47. Al Doctor Federico Pallardó, por confiar en mi y estar siempre disponible. Por siempre tan 
cercano. Por tanto. Por todo. 
 
48. Quédate con lo bueno. Que HOY es TODO lo que tenemos y todo lo que necesitas es 
AHORA. Recuerda porqué empezaste y BAILA. Bailemos Óscar. Siempre. Bailemos :) 
 
 
¥ Me pregunto si las estrellas se iluminan con el fin de que algún día, cada uno, pueda encontrar 
la suya J La verdad, nos hará libres :) 
 
Hay un tiempo para hacer que las cosas sucedan y un tiempo para dejar que sucedan las cosas. 
 
                 Anna Parra-Llorca¥ 
 





























































































“ Quien no sabe lo que busca, no entiende lo que encuentra” 
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Worldwide, 15 million babies are born prematurely each year, which is to be estimated at 
approximately 11% of all births, with an increasing tendency in most of the countries. 
The neonatal period is an exceptionally vulnerable period of life during which not only full-
term newborns but also, and especially premature ones have, compared to other stages of 
life, an increased risk of mortality and morbidity that can lead to permanent neurocognitive, 
motor and sensory sequelae, thus constituting a major economic and social problem. 
Annually, prematurity causes about 1 million deaths worldwide. Whereas neonatal deaths 
in premature newborns have decreased over the last 20 years, especially in countries with 
high development rates, it remains the leading global cause of neonatal mortality and 
recently also the leading cause of infant mortality in children under the age of five. 
The first 1,000 days of life are considered an essential period due to the high energy and 
nutrient needs associated with the rapid growth and development observed during antenatal 
and postnatal periods. This is also a critical period in metabolic, immunological, cognitive 
and educational development. An adequate microbial colonization during this period is 
essential for proper maturation of the immune system, metabolism as well as the 
development of the central nervous system, encouraging the maturation of cognitive and 
sensory functions, such as vision. Microbiota alterations can have important health 
consequences. 
Microbial colonization in the neonatal period is affected by gestational age, antibiotic 
treatment, birth type, and also by the kind of feeding.  
 
Breast milk (BM) has been recognized as the gold standard for human nutrition. 
Beyond nutritional components, perfectly suited to infant requirements, BM is a complex and 
living fluid, which contains important bioactive compounds such as oligosaccharides 
(prebiotics), carbohydrates, cytokines, immune cells, lysozyme, lactoferrin, immunoglobulin, 
microorganisms (probiotics), fatty acids and proteins, among others, that directly influence 
in the baby's development and it also induces colonization of guts microbiota.  
Those bioactive compounds are considered not only protectors but also stimulators of 
growth and neurodevelopment along with the maturation of the immature immune system. 
 
In turn, they modulate metabolic and inflammatory conditions in late childhood and 
adulthood, signally when the individual has had contact with them during the first months of 
life.  Early exposure reduces the risk of developing certain kinds of diseases such as 
inflammatory bowel diseases, gastrointestinal, respiratory, allergy, and so on...Furthermore, 
breastfeeding practices have been associated with a reduction in the risk of Late on Sepsis 
and Necrotizing Enterocolitis (NEC) in premature newborns. Particularly, for this last one 
any volume of BM is better than preterm formula (PF), and the higher the dose, the greater 
the protection. 
On the other hand, oxygen is one of the most critical components of life. 
To accomplish the perfect balance between protection and lethality is a complex process. 
The role of oxygen in energy metabolism is to be an electron acceptor in the respiratory 
chain. By accepting four electrons, it reduces to water, but a small portion of the oxygen 
requires four steps for this process to be completed. Each intermediate step occurs within 
the mitochondria and generates reactive oxygen species (ROS), including radical 
superoxide, hydrogen peroxide and hydroxyl radical. Superoxide and hydroxyl radicals are 
free radicals and therefore highly toxic and have the capacity to destroy cell membranes 
through lipid peroxidation, structural and enzymatic proteins and DNA oxidation.  Free 
radicals can interfere with protein folding and unfolding, which leads to a dysfunction or 
anomalies at the structure levels. 
The fetal-neonatal transition of newborn is a physiological oxidative stress.  
Full-term newborns have an antioxidant defense system that will protect them against 
increased production of oxygen-free radicals (ROS) and nitrogen (RNS). Nevertheless, 
premature newborns have an immature antioxidant defense system. Stabilization of those 
ones in the maternity ward often requires ventilation administration with positive pressure 
and oxygen supplements, which leads to the generation of ROS and oxidative stress.  
The same happens for other provided treatments such as phototherapy, parenteral nutrition, 
mechanical ventilation or antibiotics, among others. All this steers to high production of 
ROS/RNS as for pathological levels of oxidative stress with severe oxidative damage to 
macromolecules, which contribute to the development of serious complications, mediated 
by these inflammatory markers, such as bronchopulmonary dysplasia, retinopathy of 
prematurity, intraventricular hemorrhage and NEC, among others. 
 
Human milk (HM), therefore, provides antioxidant protection and thereupon premature 
newborns fed with human milk presents lower levels of biomarkers related to oxidative stress 
than those fed with formula. 
 
There is growing evidence that nutrition plays an important role in regulating neonatal 
development and intestinal function. Detailed functions of milk-specific bioactive molecules, 
and different types of milks (BM and PF), modulate the newborn's immune system. Gene 
regulation is different depending on the type of feed.  
It has been observed that at bovine colostrum levels; a study proved that it can protect and 
preserve the integrity of the intestinal mucus barrier in the host by controlling the expression 
levels of early and late inflammatory genes after the invasion of enteric pathogens.  
In cells exposed to skimmed BM, seventeen differentially expressed genes were found, most 
of them up-regulated, including four chemokine genes (CXCL1, CXCL2, CXCL3, and 
CXCL10) and other immunity-related genes. 
 
Pasteurized donated human milk (DHM) is the best alternative in premature children 
under 32 weeks of gestational age, lighter than 1.500 grams, when mother's own milk 
(OMM) is not available. 
The proven benefits of feeding newborns with DHM versus artificial formulas are for a short-
term: protection against necrotizing enterocolitis, nosocomial infection and better enteral 
tolerance.  For the long term, they have a better neurodevelopment than those fed with 
formula and a lower cardiovascular risk during adolescence. 
 
DHM must be processed to ensure its microbiological safety aimed at eliminating hazardous 
bacteria and ensuring the absence of viruses. The heat type treatment used by most milk 
banks to inactivate viral and bacterial agents is pasteurization using the Holder method, 
which is characterized by subjecting breast milk to a temperature of 62.5 ºC for 30 minutes 
and then cooling it quickly in less than 15 minutes to 4 ºC. Pasteurization causes the loss of 
some of the biological, structural and functional properties of HM since it promotes cell 
destruction (including B and T lymphocytes) and bacteria, as well as partial or total alteration 
of the structure and function of some of its components. Therefore, new pasteurization 
techniques are being designed to minimize the impact on milk components, such as the 
High Temperature Short Time (HTST) method or high pressure processing (HPP). 
Nonetheless, little is known about the effect of DHM on the gut microbiota on premature and 
the possible biological implications, over whether it protects against oxidative stress and 






Our objective was to determine the impact of DHM on the gut microbiota, oxidative stress in 
urine and genomic expression in exfoliated epithelial intestinal cells (EEIC), in premature 
newborns admitted to a reference neonatal intensive care unit. 
POPULATION AND METHODS: 
A   cohort, prospective, observational and unicentric study was carried out where all 
newborns are included for a period of 12 months, ≤ 32 weeks gestational age,  ≤  1.500 
grams, admitted in the Neonatology Unit of the University and Polytechnic Hospital La Fe 
(Valencia, Spain). 
Fecal and urine samples of 69 preterm were collected, when the neonates reached complete 
enteral feeding (defined as ≥150 cc/ kg / day). There were 3 groups: neonates fed with OMM, 
DHM or FP. 
According to neonatal unit protocols, full OMM feeding was attempted in all cases, but was 
not achieved in all patients. Two groups of patients were recruited, depending on the main 
type of diet, ≥80% of nutritional intake with OMM or DHM. When it was necessary, DHM or 
OMM was provided respectively to complete the total volume. A third group in which the 
parents refused to feed the premature with OMM or DHM, was fed with FP. 
Daily intake was provided with OMM or DHM to reach the prescribed feeding volume. 
Patients in the DHM group only received milk from one donor. Nutritional intake was 
controlled, but it was never influenced by this observational study. 
 
No differences in prenatal demographic characteristics or confusion factors were found 
during hospitalization between the three groups so the populations were comparable in the 
3 studies. 
 
The study was approved by the scientific committee for biomedical research (CElm) 
(#2015/0317) of the University and Polytechnic Hospital La Fe. All parents accepted and 
signed for informed consent. 
 
The composition of the gut microbiota was analyzed by sequencing the 16S RNAr gene. 
The total fecal DNA was ingested using the MasterPure full RNA and DNA Purification Kit 
(Epicenter, Madison, WI, USA).  According to the manufacturer's instructions with 
modifications that included a disruptor step and incubation of enzymes to increase DNA 
extraction as described elsewhere (31). Total DNA concentration was measured using a 
Qubit® 2.0 fluorometer (Life Technology, Carlsbad, CA, USA) And it was normalized to 5 
ng/L for the amplification of the 16 S RDD gene (region V3-V4) using the Nextera XT Index 
 
kit. The amps were verified with a Bioanalyzer DNA 1000 chip and the libraries were 
sequenced using a paired 2x300pb cycle (MiSeq Reagent kit v3) on a MiSeq-Illumina 
platform (FISABIO sequencing service, Valencia, Spain). Controls during DNA extraction 
and PCR amplification were also included and sequenced. 
The data was obtained using RStatistics (r Core Team, 2012) (32) and data processing was 
done using QIIME (version 1.9.0) (Coaporaso et al. 2010). 
 
The determination of biomarkers of oxidative damage to DNA and proteins in urine samples 
of premature newborns, as well as lipid peroxidation biomarkers mediated by individual free 
radicals, was performed following a pre-validated Ultra Performance liquid chromatography 
method - tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS).  The samples were analyzed using a 
Waters Acquity-Xevo TQ system (Milford, MA, USA.).  LC-MS/MS data was acquired and 
processed using MassLynx 4.1 and QuanLynx 4.1 (Waters, Milford, MA, USA), respectively. 
Biomarker concentrations below the LOQ were replaced by 0.5xLOQ prior to data analysis. 
Data analysis was performed at Matlab 2017a of The Mathworks (Natick, MA, USA) and 
SPSS 17.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA). 
 
The total RNA of EEIC was processed for the expression analysis of the entire genome. 
Total RNA was isolated directly from fecal samples using the Trizol reagent (TRIzol, 
Invitrogen, Thermo-Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA), Followed by a polyA+ RNA 
enrichment step to remove polluting DNA and bacterial RNA using ONLY the mRNA ™ 
Eukaryotic mRNA isolation kit (Epicenter Analytics Inc., Etobicoke, ON, Canada) according 
to the manufacturer's instructions. The RNA integrity number (RIN) was tested using 
bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), and the concentration and 
purity of RNA were determined using a spectrophotometer (GeneQuant, GE Healthcare 
Biosciences, German, Europe). The 260/280 ratio and integrity of RNA between the two 
populations were compared using the T-Student test. The values of RIN> 6 were considered 
optimal for hybridization and were statistically similar (p-value s 0.6). 
The synthesis of CDDs and NCDs, marking, hybridization and scanning of samples were 
performed in accordance with the WT plus Reagent Kit Manual (Thermo Fisher Scientific, 
Madrid, Spain). To prepare the hybridization cocktail, 5.5 g of fragmented biotinylated cRNA 
was used. Subsequently, this cocktail was hybridized in the Clariom S Human micro-matrix 
for 16 hours at 45 ºC (Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain). This microarray contains 
more than 20,000 well-annotated genes. The microarray used is specific only to the human 
organism. 
 
Raw data was imported into Partek Genomics Suite v6.6 (Partek, Inc., St. Louis, MO, USA) 
Like CEL files. Raw data was preprocessed, including background correction, normalization, 






Despite greater variability, no differences in diversity and microbial wealth were found, even 
though the type of diet significantly influenced the composition of the gut microbiota in 
preterm ones and in the predictive functional profiles. 
Significant differences in microbiota composition were unveiled depending on the type of 
feeding. We found a lower relative abundance of Firmicutes (30.9 vs. 45.5%, p value s 
0.029) and a higher abundance of Actinobacteria (20.1 vs. 10.2%, p-value x 0.040) in the 
OMM group in comparison with DHM. 
At the family level, a higher abundance of Bifidobacteriaceae (19.5 vs. 9.0%, p-value x 
0.027) and a lower abundance of Clostridiaceae (3.7 vs. 11.2%, p-value x 0.029) were 
observed in the OMM group, compared to DHM (Figure 1B). At gender level, greater levels  
of Bifidobacterium  (19.5 vs. 8.98%, p-value x 0.027)  and Unclassified Enterobacteriaceae  
(29.77 vs. 18.48%, p-value s 0.060) and lower levels of Citrobacter  (2.60 vs. 9.83%, p-value 
x 0.060),  and unclassified Clostridiaceae  (3.46 vs. 9.43%, p-value x 0.062) were observed 
in fecal OMM samples in comparison with the DHM group. 
At the bacterial family level, OMM samples were more upgraded in the Bifidobacteriaceae 
family, compared to DHM samples (LDA x 4.90, value p s 0.025) whereas the DHM samples 
were more enriched in the family Staphylococcaceae  (LDA x 4.63, p-value ≤0.042) and 
Pasteurellaceae  (LDA -4,358, p-value -0.050). 
The DESeq2 test was applied to identify differential abundances of specific bacteria among 
feeding groups. The Actinobacteria Edge  was greater in OMM compared to the LHD group 
(20.07 vs. 10.25%, p-value x 0.0044, FDR x 0.013). The profusion of  Staphylococcus  (value 
p <0.0001, FDR <0.0001),  Clostridium  (value p <0.0001, FDR s 0.0013),  Serratia  (value 
p <0.0001, FDR s 0.0022),  Coprococcus  (p-value s 0.0021, FDR s 0.012),  Aggregatibacter  
(value p x 0.015, FDR s 0.059) and Lactobacillus  (p-value s 0.056, FDR x 0.18) was 
significantly larger in the  DHM group than in the OMM group. Nonetheless, Bacteroids 
(p<0.0001 value, FDR s 0.0044), Acinetobacter (value p <0.0001, FDR s 0.002) and 
 
Haemophilus (p-value s 0.0014, FDR -0.009) were significantly greater in those nourished 
by OMM than in those nurtured with DHM. 
The redundant multivariate discriminant analysis based on the observed OTU unveiled 
statistically significant differences in microbial composition between the groups (OMM, 
DHM, PF) (p x 0.001). A significantly higher relative abundance of Firmicutes (p-value s 
0.027, FDR x 0.016) was observed in the Formula group in comparison with OMM and DHM. 
At the gender layer, the greater significant abundance of Blautia (p value <0.001, calibrated 
p-value s 0.033, FDR x 0.033), strep (p value s 0.0024, FDR s 0.054), Acidaminococcus (p 
value s 0.0093, FDR s 0.099), Rothia (p value s 0.0059, FDR s 0.088) and Dorea (p value 
s 0.011, FDR s 0.099) were perceived in the Formula group in comparison with the OMM 
and DHM groups. 
Premature newborns nourished with DHM showed microbial profiles closer to those fed with 
OMM. 
The central core of the gut microbiome in preterm is composed of a total of 15 shared 
genera, regardless of the diet type of diet. The genus Acinetobacter was present exclusively 
in the OMM group; while the genus Coprococcus was present in the DHM group and the 
genus Peptostreptococcaceae  not classified in the Formula group. 
The test of the size of the effect of linear discriminant analysis showed that in the Formula 
group there was more enrichment of Rothia genera, Streptococcus and Acidaminococcus, 
in comparison with the OMM and DHM group, while the OMM group was more enhanced 
with the genera Bifidobacterium, Acinetobacter   and Haemophilus, by way of comparison 
with DHM, which represents a distinctive mark for the gut microbiota of breastfed preterms. 
 
The PICRUSt inferred metagenomic prediction revealed significant differences in the main 
functional classes (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG categories at level 
2), derived from functional acquisitions associated with different diets (multivariate RDA test, 
p x 0.007). 
Furthermore, no different metabolic profile was discovered (RDA test value p > 0.05) when 
comparing the preterm ones nourished with OMM and  DHM, whereas the functional profile 
of the Formula group was significantly different from those observed in the OMM group (p 
RDA test value s 0.024) and DHM (RDA test, p value s 0.002). 
The ADCP to identify specific groups of functional activity (KEGG level 2 and 3) of the gut 
microbiome in preterm ones according to the type of diet (Figure 5B) suggests a different 
KEGG activity. The functional activities of the gut microbiome of those fed with OMM and 
DHM presents more similarities among them than those observed in the Formula group. 
Inferred metagenomic analyses manifested that a greater presence of the genus 
 
Bifidobacterium in the breast milk group was related to biosynthesis route enrichment and 
glycan metabolism, which was not identified in DHM-fed or formula-fed  groups of preterms. 
 
Moreover, the non-invasive in vivo evaluation of oxidative stress revealed no statistically 
significant differences in any of the 22 biomarkers in urine, between the two  groups (OMM 
vs. DHM) when they reached full enteral nutrition (150 ml / kg / day). 
As a further matter, changes in urine biomarker levels were evaluated in urine 1, 2 or 3 
weeks later (up to hospital discharge). (Value p> 0.05, Wilcoxon rank sum test).This is the 
first longitudinal study on oxidative stress levels in DHM-fed preterms compared to OMM-
fed preterms.  
In order to study the longitudinal evolution of oxidative stress biomarkers, the mean values 
and the interquartile ranks of each biomarker detected throughout the study of the population 
(OMM and DHM) were evaluated at different stages. Urinary levels of 8OHdG/2dG remained 
unchanged. 11 out of 15 detected individual isoprostanes and related substances, as well 
as total NeuroPs and NeuroFs remained unchanged during the study period. However, as 
shown in Figure 3, the o-Tyr/Phe ratio, four individual isoprostanes, total IsoPs, total IsoFs, 
and total dihomo-IsoFs changed significantly during the study period (p<0.05 values, 
Wilcoxon rank sum test). 
 
Regarding the analysis of genomic expression in EEIC, a total of 47 premature newborns 
less than 32 weeks gestation and /or  less than 1.500 g of birth weight who received OMM 
(n= 27) or DHM (n= 20) were included in the study. 
We performed a Principal Component Analysis  (PCA) of gene expression in  EIC for 
premature newborns less than 32 weeks of gestational age, three-dimensionally, simplifying 
the identification of patterns and sources of variability in a wide set of data. There is a great 
similarity observed between the OMM and   DHM groups, although there is 12.1% variability 
between both groups. 
Differentially expressed genes (DEGs) derived from the ANOVA analysis (p<0.05 value) 
revealed statistically significant changes in 1629 genes of EIC, in prematures nourished with 
OMM vs. DHM. Within those, 807 genes were up-regulated (49.5%), and 822 were down-
regulated (50.5%) OMM groups, in comparison with the DHM group. 
Election gene criteria for choosing most of the over and under expressed genes in newborn 
prematures nourished with OMM in comparison with those who were nurtured with DHM, 
was the fold change absolute value of | 1.6 |. 
The OMM group overexpressed the lactalbumin alpha gene (LALBA), the cytochrome C 
oxidase subunit I gene (COX1) and the casein kappa gene (CSN3), the beta gene (CSN2) 
 
and the alpha gene (CSN1S1) and the neutrophil cytosolic factor gene 1 (NCF1) was down-
expressed in comparison with the DHM group. 
This explains the lack of activation of inflammatory pathways, the formation of non-
inflammatory cytokines and the blocking of oxygen-free radical generation (ROS). 
Afterwards, we performed a gene validation for the genes COX1 and NCF1 by means of a 
Real time- PCR. 
 
 
DISCUSSION AND CONCLUSIONS:  
 
In relation to the microbiota, our results have shown that the type of feeding received in 
premature newborns ≤ 1.500 grams / ≤ 32 weeks gestational age, has a significant impact 
on the intestinal microbial composition of them. Thereby, our results unveiled that the 
microbial profiles induced by OMM vs. DHM were different. 
By adjusting by gender, gestation age and birth weight, it could be verified that the diversity 
of the gut microbiota increased with postnatal age and was always higher in OMM-fed infants 
in comparison with infants nourished by other types of feeding. 
Lastly, in those preterm nourished with formula, the microbial profile was different from those 
observed in OMM and DHM, suggesting that DHM favourizes an intestinal microbiome more 
similar to that induced by OMM, despite the differences among the characteristics of both 
milks. This could have potential long-term beneficial effects on intestinal functionality, the 
immune system and metabolic activities. 
 
KEGG profiles in DHM and OMM found in our studies indicated that they were more similar 
between both, than those observed in formula-fed preterms.  The functional profile of OMM-
fed preterms is mainly represented by the bacterial secretion system, the biosynthesis of 
LPS and proteins, which would be mainly related to the presence of Gram-negative bacteria. 
Curiously, we did observe a significant reduction in the biosynthesis of LPS and proteins in 
formula-fed preterms compared to those fed OMM or DHM (without differences among 
them). 
In our context, OMM and DHM modulates the gut microbiota in premature newborns  
causing  an enrichment of  Bifidobacterium spp.and  Bacteroides spp. that  could promote 
specific LPS signaling and its contribution to the immune system. The FP group reported a 
significant reduction in comparison with the groups that received OMM or DHM in the 
 
functions derived from the presence of oligosaccharides and involved in complex 
carbohydrate metabolism (e.g. glucan biosynthesis). 
These differences could be explained by the profusion of   metabolizing bacteria of 
oligosaccharides such as Bifidobacterium and Bacteroides spp.in the intestine of 
prematures fed with OMM and DHM in comparison to those nourished by the PF. 
In our study, we also unveiled enhancement of the functions related to fatty acid metabolism 
and sulfur/nitrogen metabolism in the OMM and DHM groups. Several enteric and oral 
bacteria can produce reduced sulfur and nitrogen and perhaps some specific bacteria, such 
as Deltaproteobacteria, Clostridium spp., Veillonella spp., Rothia spp., would be responsible 
for this functional contribution, as they are enriched in the DHM group and also in the OMM 
group. 
In the metagenomic of formula-nourished preterms, we did observe the enhancement of 
KEGG functions related to sugar metabolism such as galactose metabolism, which is 
involved in the conversion of galactose into glucose. This could arise due to the consumption 
of formula and/or dairy products. KEGG functions related to the metabolism of amino sugars 
and nucleotides are also enriched in this group. 
By and large, minor differences in functional profiles were distinguished between those 
preterm nourished with OMM and DHM, suggesting the potential effect of DHM by imitating 
the functionality of the microbiome induced by breast milk feeding. These results are 
promising and would open up new and further possibilities in future research. 
Nevertheless, we did appreciate two important factors that could influence the differences 
found in the gut microbiota of OMM-nourished or DHM-fed preterms. 
The first factor would be related to the time of milk extraction in relation to gestational age 
and lactation phase. While OMM is the biological product of prematurely discontinued 
gestation, DHM comes mainly from mothers who have full-term neonates, and begin 
donation at least 3 months after birth. It is, therefore mature milk, with a change in its 
composition with respect to a mother's milk with preterm birth. Whilst breast milk is highly 
variable among individuals, postnatal age and gestational stage (preterm versus term) were 
discovered to be important predictors of    breast milk composition. Thus, colostrum encloses 
more proteins, fats and lactose in both premature milk and full-term milk, compared to 
mature milk. As milk matures, over time there is a change in its composition. That 
compendium of factors is indispensable not only for proper nutrition but also to promote 
microbiota colonization. 
The second factor would be allied to the pasteurization procedure which inevitably alters 
thermolabile components, some of which are essential. 
 
 
Thereby, the differences found in the fecal microbiota of OMM vs. DHM-fed preterms would 
be explained, at least partially, by the different composition of the nutrient received and its 
bioactive compounds such as immune markers, microbiota, oligosaccharides, neurotrophic 
and growth factors, among others. 
No significant statistically differences were found in the levels of a complete panel of 
oxidative stress biomarkers, suitable for non-invasive in vivo evaluation, in urine of 
premature newborns of both groups.  Based on these results, we hypothesize that DHM, 
despite pasteurization, is a valid alternative when OMM is not available, insomuch as it 
protects preterms from oxidative stress as well as OMM, accordingly preventing them from 
conditions associated with free radical damage and immature antioxidant defenses and, 
consequently, its use could prevent diseases related to it. 
 
The study of genomic expression in EEIC, microbiome and volatile acid compounds allows 
to investigate host-microbiota mutualism interactions in the infant in a non-invasive way and 
could be used to prospectively study intestinal development or, preventively, to identify 
possible triggers of disease (sepsis, NEC). For this reason, diverse authors affirm that 
nutrition plays an important role in regulating neonatal development and intestinal function 
and its target was to identify sets of genes (combinations) that are regulated in a differential 
manner in response to the type of food. 
Using a pre-validated non-invasive sample collection method, we analyze the transcriptional 
profile of OMM vs. DHM-fed preterms. 
Our results revealed overexpression of genes of different types of caseins and lactalbumin 
in preterm OMM-nourished newborns. These changes are consistent with the higher protein 
content of milk obtained from preterm mothers compared to full-term mothers who donate 
mature milk, starting at 3 months of delivery and donating mature milk to the bank. 
It was also shown  that OMM induced a differential expression of specific genes that would 
contribute to a more efficient response to an early pro-oxidant challenge in the postnatal 
period when preterm have  an increased risk of oxidative stress, due to the differential 
expression of highly specific genes, such as COX1, PPAR-alpha, NCF1,  and NF-B. 
 
We show that in preterm OMM-nourished newborns, the expression of NCF1 is down- 
regulated and, at the same time, COX1 is up-regulated. These changes could explain why 
OMM has better anti-inflammatory and antioxidant properties than DHM. The codified 
protein by this NCF1 gene is a cytosolic subunit of neutrophil NADPH oxidase. This oxidase 
is an enzyme that is activated to produce superoxide anion and subsequently oxidative 
stress. 
 
The down-regulation of NCF1 also reduces cytokine production; therefore, it plays an 
essential role in modulating autoimmunity, immune processes, inflammation, proliferative 
responses and apoptosis.  
The COX1 gene regulates the flow of electrons through the mitochondrial electron transport 
chain and the formation of H2O, consequently reducing the generation of free radicals and, 
secondarily, the activation of pro-inflammatory pathways.  Moreover, COX1, through 
interaction with the HSPA8 chaperone protein, also plays an important role in prooxidant 
conditions, such as hypoxia-reoxygenation by inactivating NF-KB and pro-apoptotic 
pathways. Furthermore, the alpha receptor activated by peroxisome proliferator (PPAR-α) 
also inhibits NF-KB, but not the stress-activated protein kinase. 
 
Differences in the gut microbiota induced by a different diet could be a potential mediating 
role in inducing changes in gene expression profile. But systemically, no differences in 
oxidative stress levels between LM and LMD are observed. 
 
All in all, the 3 studies underlined the importance of the use of OMM in preterm babies under 
32 weeks, less than 1500 grams. On the other hand, breast milk banks providing OMM for 
the nutrition of preterm must be promoted in situations where OMM is unavailable or the 
volume is insufficient. 
By the same token it is necessary to promote improvements in pasteurization methods in 
order to upgrade the conservation of essential components of OMM and consequently to 




















1. Donor human milk favors the development of a gut microbiome that resembles the 
microbiome acquired by infants nourished by their own mother’s milk more than 
microbiome in formula fed infants. Nonetheless, preterm infants nourished donor human 
milk, have a distinct microbial profile but shortage in the microbial diversity and richness 
present in the gut microbiome of infants fed with owns mother milk. 
2. Despite these differences, donor human milk confers beneficial potential effects upon 
intestinal functionality, immune system and metabolic activities.  
3. Preterm infants nourished with donor human milk have similar antioxidant capacity as 
preterm fed own mother's milk as reflected in the level of urinary biomarkers of oxidative 
damage to proteins, DNA or lipids. 
4. The variability in terms of transcriptomic expression in exfoliated intestinal cells was 12.1% 
between own mother´s milk and donor human milk. Nevertheless, 1629 genes were 
differentially expressed between both groups. 
5. The candidate genes with different expression between preterm nourished with own 
mother’s milk and donor human milk were Lactalbumin alpha (LALBA), Casein kappa  
(CSN3),  Casein beta  (CSN2),  Casein alpha-1  (CSN1S1),  Cytochrome C oxidase subunit 
1  (COX1),  Neutrophil cytosolic factor 1  (NCF1). 
6. The biological analysis of these genes indicates that donor human milk possesses a lower 
anti-inflammatory potential than its own mother´s milk. This is important in terms of its 
ability to protect against pathogens and the development of necrotizing enterocolitis.  
7. Notwithstanding the differences, our studies show many data in favor of important 
advantages of donor human milk over formula milk. Conversely, new pasteurization 
































































“Nunca consideres el estudio como una obligación, sino como una oportunidad 





















































 A nivel mundial, 15 millones de neonatos nacen prematuros cada año, lo que se 
estima en aproximadamente el 11% de todos los partos, con tendencia al alza en la mayoría 
de los países (4). El período neonatal es un período de vida excepcionalmente vulnerable 
durante el cual los recién nacidos a término (RNT) pero especialmente los recién nacidos 
prematuros (RNPT) tienen, comparado con otras etapas de la vida, un mayor riesgo de 
mortalidad y morbilidad que puede conducir a secuelas neurocognitivas, motoras y 
sensoriales permanentes, constituyendo así un grave problema de salud económico y 
social. 
En este escenario, diversos estudios han mostrado una relación entre riesgo de enterocolitis 
necrotizante (ECN) y sepsis en prematuros y alteraciones en la microbiota intestinal (5) . 
Además, se ha descrito que el patrón de colonización microbiana se relaciona claramente 
con la edad gestacional y el tipo de parto, así como a la exposición a antibióticos (6,7), pero 
también con la nutrición infantil (8). Con todo ello, la relevancia de la alimentación en esta 
población de recién nacidos prematuros, está relacionada también con el importante poder 
antioxidante que otorga de la leche materna, que previene el desarrollo de patologías 
relacionadas con el estrés oxidativo con complicaciones graves, como la displasia 
broncopulmonar (DBP), la retinopatía de la prematuridad (ROP) o la hemorragia 
intraventricular (HIV), hipertensión pulmonar persistente (HTPP), ECN, entre otras (9,10). 
 
 Hay cada vez más evidencia de que la nutrición desempeña un papel importante en 
la regulación del desarrollo y la función intestinal neonatal (11). Las funciones detalladas de 
las moléculas bioactivas específicas de la leche, así como los diferentes tipos de leches 
(leche materna (LM)  y leche de fórmula (LF)),  en la modulación del sistema inmunológico 
del recién nacido y en los conjuntos de genes que se regulan de manera diferencial en 
respuesta al tipo de alimentación, se han investigado previamente in vitro e in vivo y 








I .1. PREMATURIDAD. 
 Se considera prematuro un recién nacido (RN) vivo antes de que se hayan cumplido 
37 semanas de gestación. Los RNPT se clasifican en subcategorías en función de la edad 
gestacional (12): 
• prematuros muy extremos (< 28 semanas) 
• prematuros extremos (28 - 31 semanas + 6 días) 
• prematuros moderados (32 - 33 semanas + 6 días) 
• prematuros tardíos (34 a 36 semanas + 6 días) 
 Los recién nacidos también se pueden clasificar según el peso al nacimiento: 
• Peso normal al nacimiento (2.500 g – 4.500 g). 
• Bajo peso al nacimiento (<2.500 g). 
• Muy bajo peso al nacimiento (<1.500 g). 
• Extremado peso al nacimiento (< 1.000 g). 
           La prematuridad causa anualmente alrededor de 1 millón de muertes en todo el 
mundo (13). Aunque las muertes neonatales en recién nacidos prematuros han disminuido 
en los últimos 20 años, especialmente en países con elevado nivel de ingresos, continúa 
siendo la principal causa mundial de mortalidad neonatal y, recientemente, también es la 
principal causa de mortalidad infantil en niños menores de cinco años (14). Así, de los 6,3 
millones de niños que murieron antes de los 5 años en 2013, 51,8% murieron por causas 
infecciosas y 44% murieron en el período neonatal. Si las tendencias actuales continúan, 
4,4 millones de niños menores de 5 años seguirán muriendo en 2030 (15). 
          La etiología de la muerte neonatal temprana está estrechamente relacionada con el 
nivel de industrialización de un país (16). La muerte neonatal temprana (muerte de un recién 
nacido entre cero y siete días después del nacimiento) representa el 73% de todas las 
muertes posnatales en todo el mundo. A pesar de una reducción del 50% en la mortalidad 
infantil, contribuye cada vez más a la mortalidad general en niños <5 años (16).  
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Sorprendentemente, la prevalencia de complicaciones graves como  ROP, DBP, ECN o 
LPV se ha mantenido prácticamente sin cambios o incluso han aumentado, especialmente 
en los recién nacidos muy prematuros (< 32 semanas de gestación) (17). Ello se atribuye a 
la supervivencia cada vez mayor de pacientes extremadamente prematuros casi en el límite 
de la viabilidad (<26 semanas).  
 
 
I.1.1 PREMATURIDAD: RELEVANCIA DE LA MICROBIOTA Y FACTORES QUE LA 
AFECTAN. 
 
 La microbiota se define como el conjunto de microorganismos que se encuentran 
generalmente asociados a tejidos sanos (piel, mucosas, etc.) del cuerpo humano y que está 
integrada principalmente por bacterias, virus y hongos. El microbioma humano es el 
conjunto de genes de los microorganismos presentes en nuestro cuerpo (microbiota).  Más 
de cien mil billones de bacterias habitan en el organismo humano, siendo este número 
incluso 10 órdenes de magnitud mayor al número de nuestras células (1013) (18). Si bien 
no se han logrado estimar con exactitud estas cifras, hoy en día se conoce que millones de 
bacterias están jugando un papel esencial en la regulación de numerosos procesos 
fisiológicos.  
La microbiota intestinal es un complejo ecosistema bacteriano que realiza actividades 
relacionadas con la nutrición metabolismo y estimulación del sistema inmune (19). 
 
         Los primeros 1,000 días de vida (desde la concepción hasta los 2 años de edad) (20) 
se consideran un período esencial debido a las altas necesidades de energía y nutrientes 
asociadas con el rápido crecimiento y desarrollo humano observado durante los períodos 
prenatal y postnatal (21). Este es también un período crítico en el desarrollo metabólico, 
inmunológico, cognitivo y educativo. De acuerdo con los orígenes del desarrollo de la 
hipótesis de salud y enfermedad, nuestra salud está determinada por eventos 
experimentados en el útero y durante la primera infancia (22). Como ejemplo, Barker 
formuló la hipótesis que la restricción del crecimiento intrauterino (RCIU) representaba un 
factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y endocrinas, durante 
la vida adulta  (23). Este período sensible potencialmente tendrá consecuencias a corto y 
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largo plazo para el desarrollo somático e intelectual, así como para el riesgo de obesidad y 
el desarrollo de enfermedades metabólicas, inflamatorias y alérgicas y enfermedades 
autoinmunes (24).  
 
En el momento del nacimiento, el intestino humano se coloniza rápidamente por una gran 
variedad de microbios procedentes de la microbiota materna y de la microbiota ambiental 
(25). Este inoculo inicial está determinado por la influencia de diferentes factores como: la 
edad gestacional, el tipo de parto (parto vaginal versus cesárea), dieta infantil (leche 
materna, alimentación mixta y/o fórmula infantil), tratamiento con antibióticos, condiciones 
higiénicas del ambiente, presencia de hermanos y/o animales de compañía, entorno en el 
que viven (rural o urbano), etc…(26–28). En general, la microbiota intestinal neonatal se 
caracteriza por una baja diversidad bacteriana y un dominio de bacterias pertenecientes a 
los filos  Proteobacteria y Actinobacteria, y esa microbiota va desarrollándose en cantidad 
y diversidad a lo largo del primer año con la aparición y el dominio de Firmicutes y 
Bacteroidetes (29,30). Al final del primer año de vida, los neonatos poseen un perfil 
microbiano individualmente distinto, que converge hacia la microbiota característica de un 
adulto sobre los 2-5 años de edad (31). 
 
 El tipo de parto es un factor determinante. Los neonatos que nacen por vía vaginal 
están expuestos a la microbiota de la misma que contiene Prevotella, Lactobacillus, 
Bacteroides, Bifidobacterium, Parabacteroides y Escherichia, entre otros (32) y a además 
a bacterias que provienen del intestino materno.  La diversidad de la composición 
microbiana también es mayor en los partos vaginales que en las cesáreas (33). Así, los 
recién nacidos producto de parto vaginal se ven colonizados en un 72% por bacterias 
intestinales maternas mientras que aquellos que lo hacen por cesárea tan sólo en un 41% 
(34). Sin embargo aquellos nacidos por cesárea están colonizados principalmente por 
bacterias asociadas con la piel y la boca materna o el entorno incluido el hospital y el lugar 
de nacimiento. Así, en la microbiota de los neonatos nacidos por cesárea abundan las 
Enterobacterias con reducción de Bacteroides, Staphylococcus (incluyendo S. aureus), 
Streptococcus y Veillonella, entre otros) (6,25), Corynebacterium y Propionibacterium spp. 
(35) o comunidades microbianas potencialmente patógenas como Klebsiella, Enterococcus 
y Clostridium (35) y están menos colonizados por especies de Bifidobacterium. Hay que 
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destacar que la mayoría de los partos por cesárea van asociados a profilaxis antibiótica 
intraparto y además, muchos de los prematuros continúan con tratamiento con antibióticos. 
 Una gran evidencia científica, muestra que el uso de antibióticos altera 
significativamente el perfil temprano de colonización intestinal y tienen efectos 
relativamente duraderos (más en los nacidos por cesárea), presentando una diversidad 
reducida y una abundancia baja del filo Actinobacterias, sobretodo por la reducción de 
Bifidobacterias  (28,34,36) y el aumento de bacterias pro-inflamatorias del filo 
Proteobacteria (27). La importancia de estos hallazgos se debe a que la gran abundancia 
de especies de Bifidobacterium en los lactantes promueve la maduración del sistema 
inmunitario sano, mientras que la alta presencia de Clostridium difficile se considera uno de 
los principales riesgos intrahospitalarios de infecciones gastrointestinales graves durante la 
infancia (6). Además, parece que estas diferencias en la composición de las bacterias 
intestinales se acentúan en el caso de la cesárea electiva en comparación con la cesárea 
de emergencia, por lo que los mecanismos de trabajo aumentan la permeabilidad intestinal 
durante el parto (37). 
 
 La composición y diversidad del microbiota también se han relacionado con la salud 
neonatal, incluido el desarrollo de enterocolitis necrotizante, sepsis de inicio tardío, 






Figura 1:   Factores que influyen en la colonización temprana de la microbiota y 





    Diversos estudios han sugerido una asociación entre el parto prematuro y la 
disbiosis en la microbiota vaginal materna, sobretodo por el aumento de patógenos que se 
ha asociado a ese mayor riesgo de parto prematuro y aborto espontáneo (39). 
Distintas investigaciones muestran diferencias en la microbiota de neonatos nacidos a 
término (RNT) y prematuros  (RNPT) (40).  La  prematuridad tiene consecuencias directas 
sobre el estado de la microbiota neonatal.  
Los RNT primero son colonizados por Streptococcus, Staphylococcus, Escherichia coli, 
Lactobacilus y Enterobacter. Estas especies consumen oxígeno y permiten la posterior 
colonización de especies bacterianas anaeróbicas, principalmente Clostridia, 
Bifidobacterium y miembros del phylum Firmicutes. (41).  
En RNPT la colonización ocurre de forma diferente ya que se alimentan con nutrición enteral 
de forma temprana, y reciben fortificantes. Presentan un sistema inmune inmaduro y 
precisan soporte ventilatorio y tratamientos farmacológicos complejos.  
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En los RNPT, se han apreciado desequilibrios bacterianos caracterizados por una reducida 
diversidad, por la dominancia de bacterias de las familias Enterobacteriaceae y 
Enterococcaceae (42,43)  y por un aumento del número de bacterias patógenas como 
Klebsiella pneumoniae y Clostridium difficile (44), Escherichia coli, y  Staphylococcus (45). 
Todo ello, en perjuicio de los niveles de Bifidobacterium, Bacteroides y Atopobium  (40,44). 
Diversos estudios también encuentran diferencias en la colonización cutánea, oral e 
intestinal entre recién nacidos prematuros y los a término. Staphylococcus, Streptococcus, 
Enterococcus y bacterias gram negativas entéricas, incluidas Escherichia y Enterobacter, 
dominaron la microbiota de la piel. Los prematuros presentaron menor diversidad alfa y 
mayor enriquecimiento con Staphylococcus e Escherichia. La microbiota encontrada difirió 
según el sitio corporal, la edad postnatal y la edad gestacional (40). Otro estudio también 
observa más Staphylococcus epidermidis en el meconio de los prematuros (46). 
Korpela y colaboradores, describen como el desarrollo de la microbiota procedió, en recién 
nacidos prematuros, en cuatro fases, indicadas por el predominio de Staphylococcus, 
Enterococcus, Enterobacter y finalmente Bifidobacterium. La fase de Enterococcus solo se 
observó entre los bebés extremadamente prematuros y pareció retrasar la sucesión de la 
microbiota. Los resultados indican que los bebés prematuros hospitalizados que reciben 
leche materna pueden desarrollar una microbiota normal similar a la de los bebés nacidos 
a término (47). 
 
 En los recién nacidos prematuros, la dinámica microbiana neonatal y las alteraciones 
en la microbiota intestinal temprana pueden preceder y / o predisponer a enfermedades 
como la ECN o la sepsis tardía (5).  
 
 La enterocolitis necrotizante es la emergencia gastrointestinal neonatal severa 
más común que afecta predominantemente a los bebés prematuros, afectando 
aproximadamente al 13% de los mismos  (48,49). 
Su patogénesis todavía es desconocida, aunque existen evidencias de que la inadecuada 
colonización bacteriana y la inflamación son factores que ejercen un papel importante en 
su desarrollo (50). De hecho, se observan datos que muestran la existencia de diferencias 
entre el microbioma intestinal de sujetos que la padecen y sujetos sanos. En este sentido, 
los niños con enterocolitis necrotizante reflejan altos niveles de Proteobacterias (51) 
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especialmente de Gammaproteobacterias como Cronobacter sakazakii, Klebsiella sp., y 
Escherichia coli (52,53). 
Se está a la búsqueda de marcadores predictivos en fases muy precoces antes de que se 
manifieste clínicamente la enfermedad para poder iniciar un tratamiento precoz y, así, 
mejorar el pronóstico.  Entre otras, se han ensayado la proteína S100 A8/A9, la 
apolipoproteína CII, la IL-10, el antagonista del receptor de interlecucina 1, entre muchos. 
(50) La fisiopatología de la ECN ocurre en el medio hiperreactivo del intestino prematuro 
tras su colonización bacteriana.  Esta situación conlleva una pérdida del equilibrio pro-y-
anti-inflamatorio en favor del primero abocando a una alteración de todas las funciones 
intestinales, inflamación mantenida, riesgo de traslocación bacteriana y sepsis secundaria, 
e incluso perforación intestinal con graves consecuencias para la integridad del paciente 
(53).  
 
 La sepsis es disfunción orgánica potencialmente mortal causada por una respuesta 
desregulada del huésped a la infección. Durante décadas, se pensó que el intestino 
desempeñaba un papel importante en la patogénesis de la misma (54). 
En el proceso séptico la composición del microbioma intestinal, se ve alterada pudiendo 
contribuir a su desarrollo. La microbiota, tiene un papel importante en el mantenimiento de 
la función de barrera intestinal y la modulación del sistema inmune innato y adaptativo (55).  
Algunos estudios revelan como durante el curso de la sepsis, el intestino se invade de 
patógenos resistentes a antibióticos como Clostridia spp y Enterococcae spp. (56) y pierde 
géneros bacterianos clave que representan una parte importante de la microbiota de 
individuos sanos.como por ejemplo Faecalibacterium spp, Prevotella spp, Blautia spp y 
Ruminococcaceae spp (57). Adicionalmente, algunas bacterias anaerobias (por ejemplo, 
bifidobacterias) se han asociado con aumento de la función de barrera intestinal (58). 
Los avances en metagenómica pueden dar una nueva claridad a la relación entre el 
microbioma intestinal y el desarrollo de la ECN y la sepsis,  con el objetivo de realizar 
tratamientos dirigidos mediante manipulación del microbioma (51). 
Se ha propuesto que la modulación de la microbiota mediante intervenciones dietéticas, 
prebióticos o trasplante de microbiota fecal, podría disminuir la incidencia de sepsis, mejorar 




 Después del nacimiento, el tipo de alimentación (lactancia materna o alimentación 
con fórmula) modula la microbiota. Muchos estudios epidemiológicos han documentado 
diferencias en la composición de la microbiota intestinal en lactantes amamantados y 
alimentados con fórmula (26), y además, la lactancia materna exclusiva  podría predecir 






























I.2. PREMATURIDAD: RELEVANCIA DE ALIMENTACIÓN. 
 
 La leche materna (LM) es un fluido complejo y vivo, que se adapta a los 
requerimientos nutricionales y favorece el neurodesarrollo junto con la maduración del 
sistema inmune inmaduro (mejorando la función de la barrera intestinal, entre otras) (61). A 
su vez, modulan las condiciones metabólicas e inflamatorias en la infancia tardía y la edad 
adulta (35), en especial cuando el individuo tiene contacto con ellos durante los primeros 
meses de vida. 
Su exposición temprana reduce el riesgo de desarrollar ciertas enfermedades como 
enfermedades inflamatorias intestinales, infecciones gastrointestinales, respiratorias, 
alergia, etc…(62). 
 
I.2.1. LECHE MATERNA. COMPOSICIÓN. 
 
 La LM se considera el estándar de oro para la nutrición infantil en recién nacidos a 
término y prematuros (63). La OMS recomienda la LM exclusiva hasta los 6 meses de vida 
como alimentación del lactante y continuar hasta los 24 meses o hasta que la madre y el 
niño deseen (64,65). 
 
Las ventajas de la lactancia materna son numerosas. Quedan reflejadas en la Tabla 1.  
 
Tabla 1: Beneficios de la Lactancia Materna. 
Favorece el vínculo entre la madre y el recién nacido. 
Favorece una adecuado desarrollo psicomotor a corto y largo plazo. 
Disminuye morbilidad por diarrea, infecciones respiratorias y otitis 
media. 
Disminuye mortalidad por enterocolitis necrotizante. 
Disminuye mortalidad relacionada con síndrome de muerte súbita del 
lactante. 
Efecto beneficioso en sobrepeso, obesidad y diabetes futuros. 






 La composición de la LM es muy compleja y varía continuamente con la edad postnatal 
(66). Son múltiples los factores que producen cambios en la composición de la misma, entre 
ellos, la etapa de la lactancia, la genética materna, el peso al nacimiento y la edad 
gestacional del recién nacido, la dieta materna y su estado de salud. Incluso se ha descrito 
una variación circadiana en sus componentes (67).  
Entre las etapas de la lactancia diferenciamos el calostro, considerado la “primera vacuna”, 
con altas cantidades de inmunoglobulina A secretora, lactoferrina, leucocitos y factores de 
crecimiento epidérmico. Éste contiene relativamente bajas concentraciones de lactosa, 
siendo su función principal inmunológica y de preparación intestinal, más que nutricional. 
La leche de transición, producida entre los 7 y 14 días postparto, se caracteriza por una 
disminución de la concentración de inmunoglobulinas y proteínas totales y un aumento de 
lactosa, grasa y energía total. Ésta, apoya la recuperación del peso al nacer. Posteriormente 
se excreta una leche madura, con disminución progresiva de la cantidad de proteínas y 
lípidos totales, y aumento de cantidad de lactosa (67). 
Bauer y Gerss compararon la composición de la leche materna de madres que dieron a luz 
bebés prematuros < de 28 semanas, con leche materna de madres con recién nacidos a 
término, descubriendo que los contenidos de carbohidratos, grasas y energía eran 
significativamente más altos en la leche prematura que a término. El contenido de proteínas 
de la leche de término y prematuro disminuyó con la duración de la lactancia, demostrando 
valores significativamente más altos en la leche de prematuro extremo que en la leche de 
término (63). 










Tabla 2: Componentes de la leche materna. 
 
Nutriente Calostro Leche 
madura 
Leche de vaca 
Agua 87 88 88 
Calorías 58 70 70 
Proteínas totales (g/100ml) 2,3 0,9 3,3 
Caseína (g/100ml) 0,14 0,25 2,7 
Nitrógeno total (mg/100ml) 2,3 0,9 3,3 
Lactoalbúmina 
(mg/100ml) 
218 161 110 
Lactoferrina (g/100ml) 0,33 0,17 trazas 
Ig A (g/100 ml) 0,36 0,14 0,03 
Grasas totales (g/100 ml) 2,9 4,2 3,8 
Colesterol (mg/100ml) 28 16 14 
Ácido linoleico (% de la 
grasa) 
6,8% 8,3% 1,6% 
Lactosa (g/100 ml) 5,3 7,3 4,8 
Vitamina A (mcg/100 ml) 89 47 51 
Vitamina D (mcg/100 ml) trazas 0,004 0,002 
Vitamina E (mcg/100 ml) 1280 315 70 
Vitamina K (mcg/100 ml) 0,23 0,21 0,6 
Biotina (mcg/100ml) 0,06 0,6 2,8 
Vitamina B 12 (mcg/100 ml) 200 26 0,5 
Ácido ascórbico (mcg/100 
ml) 
4,4 4,5 2 
Magnesio (mg/100 ml) 4 3,5 13 
Calcio (mg/100 ml) 23 28 125 
Potasio (mg/100 ml) 74 58 140 
Sodio (mg/100 ml) 50 15 58 
Fósforo (mg/100 ml) 16 15 96 




 En general, el componente más abundante de la leche humana es la lactosa (70 g 
/ L), seguido de los lípidos (40 g / L), los oligosacáridos de la leche humana (HMO) (5–15 g 
/ L) y las proteínas (8 g / L) (68). La lactosa y los lípidos representan una fuente importante 
de nutrientes para el lactante. Además de los macronutrientes, la leche materna contiene 
compuestos bioactivos importantes como bacterias (probióticos), oligosacáridos 
(prebióticos), carbohidratos, citocinas, células inmunes, lisozima, osteopontina, poliaminas, 
lactoferrina, inmunoglobulinas (fundamentalmente IgA), ácidos grasos y proteínas, entre 
otros, que influyen directamente en el desarrollo del bebé e inducen una colonización de 
microbiota intestinal (7). 
 
Todavía hoy se desconoce la función de gran parte de los compuestos bioactivos que 
contiene la LM y en su mayoría, no están representados en las fórmulas infantiles. 
 
Los HMO son glucanos libres que muestran varias funciones biológicas; junto con muchas 
glicoproteínas y glicolípidos, representan los glicoconjugados totales en la leche. Se ha 
estimado que más del 70% de las proteínas de la leche humana están glicosiladas, y 
albergan restos de glicanos unidos a N y O (69). La mayoría de las glucoproteínas de la 
leche se encuentran en la leche descremada (suero y caseína), pero la membrana del 
glóbulo graso de la leche (MFGM) contiene una cantidad representativa de glucoproteínas 
totales. Las glucoproteínas de la leche humana más abundantes son la α-lactoalbúmina 
(17% de la proteína total), la lactoferrina (Lf) (17%) y la IgA secretora (sIgA) (11%), 













 I.2.2. BENEFICIOS DE LA LECHE MATERNA EN PREMATUROS. 
 
 
I.2.2.1. EFECTO SOBRE LA PREVENCIÓN ENFERMEDADES DE LA PREMATURIDAD. 
 
 La LM proporciona un claro efecto protector contra la ECN con una reducción 
aproximada del 4% en la incidencia en los recién nacidos prematuros (61,71,72)(61,71,72) 
particularmente para ésta enfermedad, cualquier volumen de LM es mejor que leche de 
fórmula de prematuro (FP), y cuanto mayor sea la dosis, mayor será la protección (73,74). 
Entre los muchos componentes de la leche que modulan la microbiota intestinal del lactante, 
los glucanos de la leche, que comprenden oligosacáridos, glucoproteínas y glucolípidos 
libres, son cada vez más reconocidos como impulsores del desarrollo de la microbiota y la 
salud intestinal en general. Estos glicanos pueden mostrar funciones pleiotrópicas, 
otorgando protección contra enfermedades infecciosas y también actuando como 
prebióticos, seleccionando para el crecimiento de bacterias intestinales beneficiosas. El 
efecto prebiótico de los glucanos de la leche tiene una aplicación directa en la prevención 
de enfermedades como la ECN (75) . 
También está descrito que la LM contribuye a una reducción en sepsis tardía, displasia 
DBP, ROP severa, y ECN severa (73).  
 
 
I.2.2.2. EFECTO EN LA COLONIZACIÓN.  
 
 Los primeros 1,000 días de vida (20) son el periodo más crítico para las 
intervenciones dirigidas a la modulación de la microbiota (21), ya que una colonización 
microbiana adecuada, diversa y variada durante este periodo, es fundamental para la 
maduración apropiada  del sistema inmune, el metabolismo, así como el desarrollo del 
sistema nervioso central (20) favoreciendo la maduración de funciones cognitivas y 
sensoriales y reflejándose en el crecimiento y el desarrollo infantil (76). La LM es un inóculo 
esencial de bacterias para inducir una buena colonización, con todos los beneficios 




Se observa una gran abundancia de bacterias del género  Bifidobacterium (77), así como 
de bacterias del ácido láctico (78) en los niños que reciben leche materna. Las especies 
comunes de Bifidobacterium en el intestino neonatal son B. breve, B. infantis y B. longum, 
mientras que el grupo Lactobacillus acidophilus o Lactobacillus gasseri son los lactobacilos 
más comunes que se encuentran en el intestino de los lactantes amamantados y 
alimentados con fórmula (1). Ho y colaboradores recientemente, realizaron un metaanálisis 
en el que compararon los perfiles microbianos de lactantes alimentados exclusivamente 
con lactancia materna y no  (79). La población bacteriana de los segundos presentó un 
mayor número de Bacteroidetes y Firmicutes. A nivel de orden, se observaron mayores 
niveles de Bacteroidales y Clostridiales, mientras que en el rango de familia se reflejó un 
mayor dominio de Bacteroidaceae y Veillonellaceae. Y por último, en lo que respecta al 
género, se observaron incrementos en las poblaciones de Bacteroides, Eubacterium, 
Veillonella y Megasphaera. Por el contrario, los lactantes alimentados con fórmula son 
colonizados más comúnmente por varios géneros de Clostridiales y Proteobacterias, 
incluidas las especies de E. coli y Clostridium, así como por Akkermansia muciniphila, 





I.2.2.3. EFECTO ANTIOXIDANTE Y SU IMPORTANCIA EN LA PREMATURIDAD. 
 
 
 El oxígeno es un elemento indispensable para la vida multicelular. La demanda de 
energía sólo puede ser satisfecha mediante la combustión aeróbica de los principios 
inmediatos obtenidos mediante la ingesta. El balance energético supera en 18 veces la 
cantidad de ATP producido en la combustión aeróbica de una molécula orgánica en 
presencia de oxígeno que en su ausencia. Sin embargo, un exceso de oxígeno puede 
producir un disbalance en el estado redox celular que es imprescindible para las funciones 
vitales celulares de crecimiento, especialización, división y metabolismo (82). Por ello, el 
desequilibrio del estado redox puede explicar múltiples patologías agudas y crónicas del 
ser humano (82). 
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 La transición fetal-neonatal el RN supone un estrés oxidativo “fisiológico”. Al nacer, 
el intercambio de gases placentarios se sustituye abruptamente por la respiración aérea lo 
que conlleva a un aumento brusco de la presión parcial de oxígeno arterial (PaO2) dentro 
de los primeros minutos de vida de 25 a 30 mm Hg (3.3 kPa) en el feto a 75 a 85 mm Hg 
(10.5 kPa) en el recién nacido. La transición fetal-neonatal requiere una serie de cambios 
en la fisiología circulatoria cardiopulmonar con un patrón secuencial extraordinariamente 
regulado (83).  El incremento de la disponibilidad de oxígeno por los tejidos va a causar un 
estrés oxidativo fisiológico que será perfectamente regulado por las defensas antioxidantes 
maduras en el nacido a término normal (84). Sin embargo, los recién nacidos prematuros 
tienen un sistema de defensa antioxidante inmaduro (2) que no se desarrolla totalmente 
hasta el tercer trimestre de la gestación (85).  La estabilización de los mismos en la sala de 
partos a menudo requiere la administración de ventilación con presión positiva y 
suplementos de oxígeno, lo que conduce a la generación de especies reactivas de oxígeno 
(ROS) y al estrés oxidativo (EO) (86). 
Igualmente ocurre con otros tratamientos administrados como la fototerapia, la nutrición 
parenteral con vitaminas, minerales y lípidos pro-oxidantes, la ventilación mecánica con 
oxigenoterapia, o los antibióticos, entre otros (9). Todo esto conduce a una producción 
elevada de ROS/RNS y a niveles de estrés oxidativo fisiopatológico con graves daños 
oxidativos a macromoléculas, que contribuyen al desarrollo de patologías relacionadas con 
el estrés oxidativo con complicaciones graves, como la DBP, la ROP o la HIV, la HTPP y la 











                         
 
 
Figura 2: Transición fetal-neonatal y su relación con el estrés oxidativo. Adaptada 
del artículo: Torres-Cuevas et al. Redox Biol 2017 (2) (with permission). 
 
La leche materna (LM), a su vez, proporciona protección antioxidante (87) (con 
antioxidantes enzimáticos y no enzimáticos) y, por lo tanto, los recién nacidos prematuros 
alimentados con leche humana presentan niveles más bajos de biomarcadores 



























Consecuencias a largo plazo: 
Modificación de la metilación de DNA
Consecuencias a corto-medio plazo:
- Ductus Arterioso Persistente
- Hemorragia Intreventricular
- Displasia Broncopulmonar




1.2.2.4. EFECTO DE LA LECHE MATERNA SOBRE LA EXPRESIÓN GENÓMICA. 
 El dogma de la biología molecular, descrito por Crick en 1970 (89), explica que la 
información genética procedente del ácido desoxirribonucleico (ADN) se encuentra 
contenida en el ácido ribonucleico mensajero (ARNm). Para la formación de una proteína, 
los genes del ADN son expresados y la información es transferida por medio de la 
transcripción a ARNm. Así, todo el ARNm transcrito bajo unas circunstancias específicas 
forma el transcriptoma. Estas moléculas serán más tarde usadas para sintetizar proteínas 
a partir de un proceso de traducción. Mediante mecanismos de corte y ayuste (splicing) 
alternativos y modificaciones post-traduccionales, cada gen puede producir diferentes 
proteínas.  La expresión genómica se usa como un pilar destacable e importante dentro de 
la investigación básica y clínica para búsqueda de biomarcadores, caracterización de la 
patología, estudio de los mecanismos moleculares implicados en una patogenia, etc…tal y 
como se muestra a continuación. 
 Hay cada vez más evidencia de que la nutrición desempeña un papel importante en 
la regulación del desarrollo y la función intestinal neonatal (11). Las funciones detalladas de 
las moléculas bioactivas específicas de la leche,  y  los diferentes tipos de leches (LM y LF),  
modulan el sistema inmunológico del recién nacido. La regulación génica es diferente según 
el tipo de  alimentación. 





 Mediante biología de sistemas se han estudiado interacciones complejas 
subyacentes a la respuesta del huésped a las poliaminas. Gómez-Gallego y colaboradores 
realizaron un análisis de expresión génica a nivel gastrointestinal,  un estudio de microbiota 
y del sistema inmunológico en  un modelo de ratones lactantes alimentados con diferentes 
dietas (LM, LF con y sin poliaminas). Concluyeron que la suplementación de la fórmula 
infantil con poliaminas promueve comunidades microbianas a lo largo de todo el tracto 
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gastrointestinal, poblaciones de linfocitos y  expresión de genes relacionados con el sistema 
inmune, similares a los de la LM, siendo diferentes a los de la LF sin poliaminas (90). 
Otra proteína bioactiva que encontramos en la leche materna es la osteopontina. Un 
estudió evaluó su impacto sobre el transcriptoma yeyunal, en monos amamantados con LM 
vs alimentados con LF suplementada con osteopontina. Los resultados observados en el 
perfil de expresión génica fueron similares (91). 
Chapkin y colaboradores, demostraron que el factor de crecimiento transformante-β2 
(TGF-β2) presente en la leche materna, modula la expresión de citocinas en las células 
intestinales epiteliales exfoliadas (CIEE) (11). 
Li y colaboradores, realizaron un perfil de todo el genoma del transcriptoma epitelial 
intestinal en respuesta a oligosacáridos (HMO) mediante secuenciación de ARN. 
Encontraron cómo los HMO alteran el transcriptoma del huésped en 225 genes diana únicos 
relacionados con la proliferación y diferenciación celular. Además, emplearon un modelo in 
vivo de ECN y concluyeron que los HMO protegen contra la ECN en parte al alterar la 
diferenciación del eje vellosidad-cripta (92). 
 
TIPOS DE LECHE: 
Por otra parte hay estudios centrados sobre el efecto de los diferentes tipos de leche y la 
expresión que inducen a nivel intestinal en CIEE. 
A nivel de calostro bovino un estudio demostró que puede proteger y preservar la 
integridad de la barrera de la mucosa intestinal en el hospedador controlando los niveles de 
expresión de genes inflamatorios tempranos y tardíos después de la invasión de patógenos 
entéricos (93).   
En células expuestas a la LM desnatada, se encontraron diecisiete genes expresados 
diferencialmente, la mayoría de ellos regulados positivamente, incluidos cuatro genes de 
quimiocinas (CXCL1, CXCL2, CXCL3 y CXCL10) y otros genes relacionados con la 
inmunidad. La evaluación de la importancia funcional de estos cambios transcriptómicos 
revela que la exposición a la leche materna puede contribuir a la regulación de la respuesta 
inflamatoria en el intestino durante el período perinatal, que se caracteriza por la inmadurez 
del sistema inmunológico y un fenotipo proinflamatorio (94). 
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Respecto a la alimentación con LF se ha observado que modifica la microbiota intestinal y 
la integridad estructural, el estrés oxidativo, inflamación ileal, apoptosis y los genes de la 
función inmune, presumiblemente aumentando la vulnerabilidad a la enfermedad (95,96). 
 
Todos estos estudios confirman que el análisis de la expresión de genes microbianos y del 
huésped en recién nacidos alimentados con LF puede ofrecer una nueva perspectiva sobre 
cómo la dieta afecta la patogénesis de la enfermedad. 
Como hemos observado existen pocos trabajos publicados en la población infantil, 
especialmente en prematuros. Profundizar en el estudio de la expresión genómica en las 
CIEE, nos permitiría elucidar los mecanismos moleculares implicados en la nutrición con 
LM comparado con otros tipos de leche e identificar dianas terapéuticas para tratar 






















I.3. LECHE HUMANA DONADA.  
I.3.1. DEFINICIÓN E IMPORTANCIA DE LA MISMA. 
A  menudo las madres que dan a luz recién nacidos prematuros no pueden amamantar con 
éxito (97). La falta de disponibilidad puede ser secundaria a enfermedad materna, 
contraindicaciones para la lactancia materna o deseo materno de alimentación con LF. 
 En ocasiones la dificultad estriba en el establecimiento de la lactancia los primeros días, o 
en producir volumen de LM suficiente que cubra las necesidades del RN.  En ausencia de 
leche materna propia (LM), existen dos opciones, o bien la utilización de la leche humana 
donada y pasteurizada (LHD) proporcionada por un banco de leche, o fórmula especial para 
prematuros (FP). En la actualidad, la mayoría de los servicios de Neonatología están 
optando por la administración de leche humana donada (98).  
 
Los beneficios demostrados de alimentar a los recién nacidos con LHD frente a las FP son: 
- A corto plazo: su protección frente a la ECN (73,74,99) la infección nosocomial (100) 
y mejor tolerancia enteral (101).  Algunos artículos afirman que también protege 
contra la DBP (102).    
 
- A largo plazo: presentan un mejor neurodesarrollo (103)  que aquellos alimentados 
con FP y un menor riesgo cardiovascular  durante la adolescencia (cifras menores 
de tensión arterial y mejor perfil de lipoproteínas con menor riesgo de sufrir 
arterioesclerosis) (104).    
Se observa menor crecimiento a corto plazo en aquellos RNPT alimentados con LHD versus 
aquellos alimentados con LF, sin evidenciarse estas diferencias a largo plazo ni diferencias 
en mortalidad, sepsis ni en el neurodesarrollo.(73,105). 
Disponer de LHD en la unidad permite avanzar más rápidamente con la nutrición enteral, 
retirando antes la nutrición parenteral, siendo además menor la exposición a FP y mayor el 





En nuestra Unidad de Neonatología (Hospital Universitario y Politécnico La Fe, Valencia), 
los criterios de inclusión para ser receptores de LHD son: 
Peso al nacimiento ≤ 1.500 y/o edad gestacional ≤ 32 semanas, cardiopatía congénita, 
retraso del crecimiento intrauterino, patología intestinal, cirugía intestinal, encefalopatía 
hipóxico-isquémica en tratamiento con hipotermia, pérdida de bienestar fetal, 
metabolopatía, intolerancia alimentaria.  
 
La hoja de solicitud de leche humana donada en nuestra unidad está recogida en el Anexo 
1. 
Anexo 1:  HOJA DE SOLICITUD DE LECHE HUMANA DONADA EN NUESTRA UNIDAD 
DE TERCER NIVEL. 
 
 Los bancos de leche humana donada (BLH), son centros especializados 
responsables de la promoción y apoyo a la lactancia materna, donde la leche humana 
donada por madres seleccionadas, se recibe, procesa, analiza, almacena y posteriormente 
se distribuye, con todas las garantías sanitarias, a los centros hospitalarios para alimentar 
a recién nacidos hospitalizados que no pueden recibir leche de su propia madre.  
En los últimos años existe un creciente interés por la creación de bancos de leche en 
nuestro país y a nivel internacional. En Europa funcionan 203 bancos agrupados en la 
European Milk Bank Association (EMBA). Actualmente existen en España 15 centros en 
activo, con diferentes modelos: ubicados en las propias Unidades de Neonatología, 
integrados en los Centros de Donación de Sangre y Tejidos, y modelos mixtos. El BLH del 
Hospital Universitario y Politécnico La Fe, fue el tercero inaugurado en España e inició su 
actividad en Marzo 2010. En Junio del 2017 pasó a formar parte del Banco de sangre de la 
Comunidad Valenciana. Desde su inaguración en Marzo 2010, el BLH ha distribuido 2.130 
litros de LHD  proporcionada por  1.857 madres donantes (1.482 del Hospital La Fe), a  
2.611 receptores (1.998 del Hospital La Fe). El volumen de leche distribuida ronda en torno 
a los 6.000 litros. Los bancos de leche se rigen por una estricta normativa internacional 
(107). En la actualidad el Banco de Leche Humana de nuestro Hospital, se ha convertido 
en BLH regional y se ha centralizado en el Centro de Transfusiones de la Comunidad 





Las madre donantes pasan un proceso de selección que incluye una entrevista y un estudio 
analítico y serológico de las mismas, entre otros. El diagrama de flujo del proceso de 
selección de las madres donantes se encuentra adjunto en el Anexo 2.  
 
Anexo 2:  DIAGRAMA DE FLUJO. PROCESO DE SELECCIÓN DE MADRES DONANTES. 
CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN. 
 En resumen, a las madres donantes, se les realiza a una entrevista clínica sobre estado 
de salud y hábitos de vida, antecedentes obstétricos, junto con una extracción de sangre 
para realizar estudio serológico y de carga viral.  
Los detalles solicitados a las madres donantes se adjuntan en el Anexo 3.  
Anexo 3: HISTORIA CLÍNICA CON LOS DATOS SOLICITADOS A LAS MADRES 
DONANTES. 
A continuación se detalla el proceso realizado a la leche humana de la madre donante una 
vez queda seleccionada.  Se contempla en la Figura 3. 
 
Figura 3: Diagrama de flujo sobre el funcionamiento de la recogida, almacenamiento, 





 La LHD es un producto biológico que debe ser procesado con la finalizad de 
administrarlo con seguridad, evitando la transmisión de virus (como el  CMV, VIH, HTLV, 
VHB, VHC, parvovirus) y  bacterias (S. aureus, S.agalactiae, E. Coli, Pseudomonas spp, 
Klebsiella spp., Serratia spp., Salmonella spp, etc) productoras de enfermedades (108,109). 
La leche humana donada ha de procesarse para garantizar su seguridad microbiológica 
cuyo objetivo es eliminar las bacterias y virus contaminantes.  
El tratamiento térmico utilizado por la mayoría de los Bancos de Leche, para inactivar los 
agentes virales y bacterianos (107,110) es la pasteurización mediante el método Holder, el 
cual se caracteriza por someter a la leche materna a una temperatura de 62.5°C durante 
30 minutos para después enfriarla rápidamente en menos de 15 minutos hasta 4 ºC. Con 
el objetivo de garantizar su seguridad, se realiza una análisis microbiológico previo a la 
pasteurización.  
Los CRITERIOS DE DESCARTE de la leche en el análisis PREPASTEURIZACIÓN son los 
siguientes:  
Ø >105 UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC / ML en recuento total de 
cualquier crecimiento bacteriano.  
Ø >104 UFC/ ML Staphylococcus aureus.  
Después de la pasteurización se realiza un nuevo análisis microbiológico que debe certificar 
que la leche está estéril y apta para su administración. No se acepta ningún crecimiento 
bacteriano. Asimismo, se analiza el contenido de proteínas, grasa, lactosa y energía 
mediante un analizador de infrarrojos (MIRIS - Human Milk Analyzer). Los analizadores de 
leche humana se utilizan cada vez más para medir el contenido de macronutrientes en la 
leche materna para la fortificación de objetivos individuales, para reducir el riesgo de 
restricción del crecimiento postnatal (111). Esto permite seleccionar la leche 
nutricionalmente más adecuada. Después de este proceso la leche se congela a -20ºC o -






I.3.2. CONSECUENCIAS DE LA PASTEURIZACIÓN Y CONGELACIÓN. 
 
 La pasteurización causa la pérdida de algunas de las propiedades biológicas, 
estructurales y funcionales de la LM  (112) ya que favorece la destrucción celular (incluidos 
linfocitos B y T) y bacteriana, así como la alteración parcial o total de la estructura y función 
de algunos de sus componentes.  
A lo largo de los últimos años, desde la generalización de los bancos de leche humana, se 
han realizado multitud de estudios orientados a determinar cuales eran los efectos sobre 
los distinto componentes biológicos y bioquímicos de la pasteurización y sus propiedades  
(3,113–125). 
Estos componentes de la LM son importantes para el crecimiento, la respuesta inmune 
(prevención de sepsis y ECN) y absorción de grasas, entre muchas otras funciones. 
También se reduce mucho su capacidad antioxidante, según demuestran varios estudios 
(126). Por otra parte, otros componentes con relevancia biológica no se ven afectados. 
La permanencia de estos componentes tras la pasteurización  aumenta la evidencia relativa 
a otros beneficios potenciales de la leche materna donada, como propiedades 
antiinflamatorias e inmunomoduladoras (127,128). 
















Tabla 3: Efectos de la Pasteurización tipo Holder sobre la LM. Adaptada del Artículo: Pelia 
et al.. Nutrients. 2016 (3). 
 
 
Pérdida Propiedades funcionales (destrucción celular, bacteriana, 
actividad enzimática), IgM, Lipoproteína lipasa, linfocitos. 
Disminución (%) Inmunoglobulinas (IgG4), enzimas (lipasa, fosfatasa 
alcalina, amilasa) , citoquinas (IL.7, MIP-1b, MCAF/MCP-
1), factores de crecimiento (IGF1, IGF2, IGFBP2, IGFBP3, 
EPO, HB-EGF, HGF, GM-CSF), hormonas (insulina, 
adiponectina), aminoácidos (arginina, leucina, aspartato, 
glutamina), vitaminas (ácido ascórbico, y 
dehidroascórbico, B6), marcadores de estrés oxidativo 
(glutatión, actividad de glutatión peroxidasa, capacidad 
antioxidante total) 
Contenido total de proteínas. Inmunoglobulinas (IgA, IgA 
secretora, IgG), lactoferrina, lisozima, citoquinas (IL1b, IL-
8, IL-10, TNF-a, Interferon-γ. 
Vitaminas (A, folacina, C, alfa y gamma-tocoferol, delta-
tocoferol). 
Preservación Contenido total de Nitrógeno. Citoquinas (IL-2, IL-4, IL-5, 
IL-13, IL-12p70, IL-17). Factores de crecimiento (EGF, 
TGFb1, TGFb2, MCP-1). Aminoácidos (libres, taurina, 
metionina, cistina, glutamato). Vitaminas (D, E, B2, B5, 
Biotina, B3, B12, Zinc). Ácidos grasos poliinsaturados (n3, 
n6), monoinsaturados y saturados. Oligosacáridos, 
glicosaminoglicanos, mioinositol, lactosa. Marcadores de 
estrés oxidativo (malondialdehído, capacidad de 




 Otra intervención importante es la congelación de la leche tras su pasteurización. 
Ésta permite alargar la vida útil de la LH, ya que se minimizan los cambios en la composición 
de la leche, y se retardan los deterioros por procesos químicos y físicos, y se inhibe el 
crecimiento bacteriano y pueden destruirse algunos virus (129,130) Sin embargo, puede 
producir efectos sobre sus propiedades microbiológicas, nutricionales y funcionales (131). 
Hay estudios que demuestran una disminución de la capacidad antioxidante total y de la 
glutation peroxidasa tras la congelación a -20ºC más de 48 horas (87,132). 
Los bebés que reciben leche extraída almacenada hasta 96 horas reciben esencialmente 
el mismo suministro de ácidos grasos y lipasas activas que los bebés alimentados con leche 
fresca  (131). La congelación durante un mes disminuye la concentración de lisozima, IgA 
soluble, actividad lactoperoxidasa, sin cambios en la lactoferrina (133). A los 3 meses de la 
congelación a – 20ºC se observa una disminución relevante y significativa en la 
concentración de contenido de grasa y energía (134). 
La refrigeración de cinco días de HM no disminuye apreciablemente los niveles de 
lactoferrina pero si congelarla durante más de 3 meses (135). 
I.3.3. NUEVOS MÉTODOS DE PASTEURIZACIÓN. 
 Las consecuencias derivadas del método Holder, han llevado a la búsqueda de 
métodos alternativos de pasteurización que repercutan menos en las propiedades 
biológicas/funcionales de la leche. La más prometedora en la actualidad es la 
pasteurización tipo High Temperature Short Time (HTST) / Elevada temperatura durante 
poco tiempo (70, 72, y 75°C durante 5-25 segundos). Se ha demostrado que con éste 
método, la concentración de IgA, IgG, IgM y leptina en LHD fue significativamente mayor 
que después del procedimiento Holder, que se aplica habitualmente en la actualidad (136) 
. Se observa la misma concentración de: TGF-β2, EGF, adiponectina y grelina y conserva 
mejor el perfil proteico (98,137,138). 
Otro método de pasteurización innovador es el procesamiento a alta presión (HPP) dónde 
se evidencia que conserva la lactoferrina y mejora el perfil proteico tras la pasteurización 




I.4. LECHE DE FÓRMULA.  
 
 Existe una gran variedad de LF (generalmente adaptadas de la leche de vaca (139).  
Estos varían en contenido energético, proteico y mineral pero, en términos generales, 
pueden considerarse como: 
 
- Fórmula estándar "a término", diseñada para bebés a término basada en la composición 
de la leche materna madura; el contenido de energía típico es aproximadamente entre 67 
kCal / 100 mL y 70 kCal / 100 mL; 
 
- Fórmula "para prematuros" enriquecida con nutrientes, diseñada para proporcionar 
ingestas de nutrientes para igualar las tasas de acumulación intrauterina (140) estos están 
enriquecidos en energía (típicamente hasta aproximadamente 80 kCal / 100 ml) y de forma 
variable enriquecidos en proteínas y minerales (141). 
 
Estudios demuestran que la flora bacteriana que coloniza a los lactantes alimentados con 
leche humana es diferente de aquellos alimentados con LF. En los primeros, se observan 
concentraciones más altas de especies de Lactobacillus y menos bacterias con alto 
potencial patogénico, por ejemplo, E. coli, Campylobacter, y Bacteroides (80).  
También se ha visto cambios en expresión de genes entre LM y LF (95,96). 
 
Los estudios sobre los resultados del neurodesarrollo observan efectos significativamente 
positivos de la ingesta de leche materna en el desarrollo mental y motor, el cociente 
intelectual y la agudeza visual en comparación con la alimentación con fórmula. Los 
lactantes alimentados con leche materna también tienen menores tasas de 
rehospitalización después del alta (142). 
 
En concreto, en los recién nacidos prematuros, numerosos estudios observan beneficios 
significativos para la defensa del huésped infantil, el desarrollo neuronal sensorial, la 
maduración gastrointestinal y algunos aspectos del estado nutricional cuando los bebés 
prematuros se alimentan con la propia leche materna. Se observa una reducción de la 
morbilidad relacionada con la infección en los lactantes prematuros alimentados con leche 
materna (143).  
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La mayoría de artículos demuestran que se produce menos ECN y ROP en aquellos recién 
nacidos prematuros menores de 32 semanas de edad gestacional, alimentados con LM y 
LHD, versus aquellos alimentados con LF (73,143). 
 
 Existe la preocupación de que los requisitos nutricionales de los lactantes prematuros 
o de bajo peso al nacer, que nacen con reservas de nutrientes relativamente empobrecidas 
y están sujetos a tensiones metabólicas adicionales en comparación con los lactantes a 
término, pueden no satisfacerse por completo con la alimentación enteral con leche materna 
de donante (71). Estas deficiencias pueden tener consecuencias adversas para el 
crecimiento y el desarrollo. Sin embargo, un posible beneficio importante de la leche 
materna de donante es que la administración de factores inmunoprotectores y de 
crecimiento a la mucosa intestinal inmadura puede prevenir resultados adversos graves, 
incluida la enterocolitis necrotizante y la infección invasiva (103).  
Es por ello por lo que siempre que sea posible se administrará LM o en su defecto LHD, 
ambas fortificadas para poder aportar los requerimientos de energía y nutrientes (144). 
 
Aunque la LHD ha demostrado ofrecer ventajas sobre la FP, la evidencia sobre la 
repercusión de la alimentación con ella a otros niveles es escasa.  Hay pocos estudios 
realizados específicamente con leche de donante pasteurizada en recién nacidos 
prematuros y, por lo tanto, la mayor parte de la evidencia debe extrapolarse de los estudios 
que usan LM y FP (28, 30). 
Hasta el momento actual no existen estudios que valoren las diferencias en la microbiota 
intestinal de los recién nacidos pretérminos alimentados con LM o LHD. Tampoco está 
estudiado si ambas presentan la misma protección antioxidante reduciendo los niveles de 
productos de daño oxidativo en orina, ni si se produce un cambio en el perfil transcriptómico 



























































































II. RAZÓN FUNDAMENTAL DE LA TESIS. 
 
 
 Los últimos años han visto importantes avances en el campo de la nutrición y la 
medicina personalizada, en parte debido a la inclusión de otras prácticas como la ecología 
microbiana y la genómica nutricional. Además, el desarrollo de  tecnologías "omicas", 
incluidas la metabolómica o la transcriptómica, ha proporcionado nuevos enfoques en su 
estudio. Las recientes tecnologías de secuenciación y las herramientas bioinformáticas 
desarrolladas han facilitado el análisis del microbioma humano y han revelado su papel 
esencial en el desarrollo del huésped, especialmente durante los primeros años de vida. 
Varios estudios han puesto de relieve la posible relación entre los cambios en la 
colonización microbiana y el riesgo de enfermedades no transmisible como aquellas de 
base inmune, obesidad, la diabetes, la alergia o la enfermedad inflamatoria intestinal más 
adelante en la vida. Por otra parte, la situación pro-oxidante postnatal a la que se ve 
sometido el prematuro con un sistema de defensa todavía incipiente favorece el desarrollo 
de patologías asociadas a los radicales libres. En este sentido, la leche materna propia e 
incluso la donada podrían ser útiles como antioxidantes y prevenir secuelas a corto y largo 
plazo de la patología por radicales libres. Finalmente, hay cada vez más evidencia de que 
la nutrición desempeña  
un papel importante en la regulación del desarrollo y la función intestinal neonatal, 
modulando el sistema inmunológico del recién nacido e influyendo en la diferente expresión 
de genes en respuesta al tipo de alimentación. La manipulación de la leche humana en los 
bancos de leche podría modificar la expresión de genes relevantes.  
En conjunto,  se ha sugerido que los factores perinatales, entre ellos la nutrición, podrían 
modificar este proceso de adquisición de microbiota, el estado oxidativo y la expresión de 
genes. Sin embargo, los datos disponibles sobre el impacto de la pasteurización de la leche 












































III. HIPÓTESIS.  
 
La leche humana donada, pasteurizada, controlada microbiológicamente y 
almacenada en un banco de leche, podría conservar propiedades que la hacen 
superior a la leche de fórmula para la alimentación de prematuros ≤ 32 semanas de 














IV. OBJETIVOS.  
 En una población de prematuros ≤   32 semanas y  ≤  1.500 gramos: 
v Analizar y comparar la microbiota intestinal entre aquellos que reciben LM, LHD 
pasteurizada en el Banco de Leche y FP.  
v Analizar y comparar marcadores de estrés oxidativo en orina, en aquellos 
alimentados con LM (150 ml/kg/día) vs LHD.   
v Determinar mediante estudio transcriptómico si existen diferencias en perfiles de 
expresión genómica a partir de células de descamación en heces, en los 






































V. POBLACIÓN Y MÉTODOS. 
 
V.1. DISEÑO DEL ESTUDIO. 
  
 Se trata de un estudio de cohortes, prospectivo, observacional y unicéntrico dónde 
se han incluído durante un periodo de 12 meses,  todos los recién nacidos ≤  32 semanas 
de edad gestacional y  ≤ 1.500 gramos, ingresados en el Servicio de Neonatología del 
Hospital Universitario y Politécnico La Fe (Valencia, España), que recibieron alimentación 
enteral completa (aporte= 150 mL/kg/día) o bien de leche materna (LM), o de leche humana 
de donante (LHD), o de fórmula de prematuro (FP).  
Siguiendo los protocolos del Servicio de Neonatología, se intentó la alimentación completa 
con LM en todos los casos, aunque no se logró en todos los pacientes. Se reclutaron dos 
grupos de pacientes en los que uno de ellos recibía una nutrición enteral con LM (al menos 
≥80% del volumen total de la ingesta, y el resto, en caso necesario, se completó con LHD) 
y otro grupo recibió LHD (con un mínimo del ≥80% y el resto, en caso necesario, con LM). 
Un tercer grupo en que los padres rechazaron la alimentación del prematuro con LM o LHD, 
fue alimentado con FP. 
Los recién nacidos prematuros fueron alimentados al ingreso en la Unidad, con pequeños 
volúmenes de nutrición enteral trófica (entre 15-30 ml / kg / día), que se incrementó 
progresivamente hasta alcanzar la nutrición enteral completa en los días 10-12 después del 
nacimiento. La nutrición desde el momento del nacimiento, se complementó con nutrición 
parenteral intravenosa, que se fue disminuyendo de forma gradual, de acorde con el 
aumento de la nutrición enteral, hasta su total retirada.  
La ingesta diaria se proporcionó con LM o LHD para lograr el volumen de alimentación 
prescrito. Los pacientes del grupo LHD solo recibieron leche de una madre donante. La 
ingesta nutricional se controló, pero nunca fue influenciada por este estudio observacional. 
Dado que ni la LM ni la LHD cubren completamente las elevadas necesidades energéticas, 
proteicas y de vitaminas y minerales de los recién nacidos  ≤  32 semanas de edad 
gestacional y/o  ≤ 1.500 gramos, se han diseñado fortificantes para añadir a la leche éstos 
déficits que presenta. Los beneficios demostrados de esta fortificación son mejores tasas 
de ganancia de peso, talla y perímetro cefálico, normalización de los índices bioquímicos 
del estado mineral óseo, entre otros, sin aumentar las tasas de ECN. 
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Así pues, tras alcanzar los 100 ml/kg/día de LM o LHD, se inicia la fortificación con 1g/100 
ml, aumentando diariamente 1g/100ml, hasta la dosis recomendada (4g/100ml). 
 
V.2. CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN. 
 
 V.2.1. CRITERIOS DE INCLUSIÓN. 
- Recién nacidos prematuros ≤ 32 semanas de gestación y ≤ 1.500 gramos, con 
alimentación enteral exclusiva y aportes estables de 150 mL/kg/día. 
- El nutriente recibido ya sea LM, LHD, o LF especial para bajo peso (leche de bajo peso 
estándar) representó al menos el 80% de la ingesta. 
- LM fue proporcionada por la madre a su propio hijo.  La LHD fue generalmente de la misma 
donante para un mismo prematuro. Sólo en caso de que no hubiese suficiente se utilizó 
leche de una segunda donante.  
- No se incluyeron  tratamientos adicionales que pudieran alterar la microbiota (e.g.: 
antibióticos, probióticos, etc.). 
 
  V.2.2.  CRITERIOS DE EXCLUSIÓN. 
- Recién nacidos prematuros mayores de 32 semanas y mayores de 1.500 gramos. 
- Rechazo de los padres a participar. 
- Lactancia mixta. 
- Cromosomopatías.  
- Malformaciones mayores o cirugía de la vía digestiva.  
 
V.3. MÉTODO DE RECOGIDA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS. 
Se recogieron muestras fecales y de orina a partir del momento en el que los recién nacidos 
prematuros alcanzaron una nutrición enteral completa (150 ml / kg / día).  
 
  V.3.1.  RECOLECCIÓN DE MUESTRAS DE HECES.   
     
 Se recogió una muestra de heces por niño, directamente del pañal, con una torunda 
estéril (mínimo 5 g, comprobado con una báscula de la unidad neonatal).  






  V.3.2.  RECOLECCIÓN DE MUESTRAS DE ORINA. 
 
 Se recogieron muestras de orina después de lograr una nutrición enteral completa y 
una vez por semana a partir de entonces hasta el alta hospitalaria. Se recogía la orina 
utilizando un parche de algodón estéril colocado en el pañal. El algodón se introducía 
posteriormente en una jeringuilla y se exprimía comprimiendo el émbolo de la misma. El 
proceso se repetía hasta recoger un mínimo de 1 ml. Las muestras de orina se dividieron 
en partes alícuotas destinadas a cada método analítico para evitar ciclos de congelación-
descongelación.  Se almacenaron a -80 °C hasta el análisis (ver la Figura 4 del artículo: 
“Does Pasteurized Donor Human Milk Efficiently Protect Preterm Infants Against Oxidative 























 V.4.  DIAGRAMAS DE FLUJO DE LOS PACIENTES RECLUTADOS EN LOS 
DIFERENTES OBJETIVOS. 
 Se reclutaron 69 pacientes en total, para los 3 estudios. 34 pertenecían al grupo de 
LM (de los cuales en los 34 se estudió la microbiota y el estrés oxidativo y en 27 de ellos la 
expresión genómica), 28 pertenecían al grupo de LHD (de los cuales en los 28 se estudió 
la microbiota, en 24 el estrés oxidativo y en 20 de ellos la expresión genómica), y 7 
pertenecían al grupo de FP (de los cuales en 7 se estudió la microbiota). El diagrama de 































La figura 5 muestra el diagrama de flujo de los 3 grupos de pacientes reclutados, según el 




Figura 5:  Diagrama de flujo del reclutamiento de pacientes y la recolección de muestras.  
Se reclutaron 69 pacientes ≤ de 32 semanas y ≤ de 1.500 gramos. Tras alcanzar la nutrición 
enteral completa con al menos 80% de la ingesta con LM, LHD o FP.  































V.5. ASPECTOS ÉTICOS. 
 
El estudio fue aprobado por el comité científico para la investigación biomedical (CEIm) 
(#2015/0317) del Hospital Universitario y Politécnico La Fe. Todos los padres que aceptaron 
participar firmaron el consentimiento informado. 
En el anexo 4 se adjunta la carta de aprobación del proyecto por el Comité Ético.  
En el anexo 5, se adjunta la aceptación de la mención internacional de la tesis. 
 
ANEXO 4: CARTA DE APROBACIÓN DEL CEIM. 








































“He aquí mi secreto, que no puede ser más simple: sólo con el corazón se 
puede ver bien; lo esencial es invisible para los ojos” 
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CAPÍTULO I.  
 
Nuestra primera publicación versó sobre la influencia del procesamiento de la 
leche humana donada en la microbiota intestinal de prematuros ≤ 32 semanas 
y  ≤  1.500 gramos, tal y cómo exponemos en la publicación que se adjunta: 
 
 
Parra-Llorca A, et al. Preterm Gut Microbiome Depending on Feeding Type: 
Significance of Donor Human Milk. Front Microbiol. 2018;9:1376 (146). 
 
 
 La colonización microbiana en prematuros se ve afectada por la edad gestacional, el 
tratamiento con antibióticos, el tipo de nacimiento, y también por el tipo de alimentación. La 
leche materna ha sido reconocida como el estándar de oro para la nutrición humana. En los 
recién nacidos prematuros, la leche materna se ha asociado a un mejor crecimiento y 
desarrollo cognitivo y un menor riesgo de enterocolitis necrotizante y sepsis tardía. En 
ausencia de leche materna, la leche humana donada (LHD) pasteurizada, podría ser la 
mejor alternativa disponible debido a su similitud con la primera. Sin embargo, poco se sabe 
sobre el efecto de la LHD sobre la microbiota intestinal en prematuros y las posibles 
implicaciones biológicas. Nuestro objetivo fue determinar el impacto de la LHD sobre la 
microbiota intestinal en recién nacidos prematuros ingresados en una unidad de cuidados 
intensivos neonatales (UCIN) de referencia. Se realizó un estudio de cohortes 
observacional, prospectivo, en una población de 69 recién nacidos <32 semanas de 
gestación y con un peso al nacer < 1.500 g. Los recién nacidos se clasificaron en tres grupos 
según las prácticas de alimentación en la unidad, que consistían en su LM, LHD o FP. Se 
recogieron muestras fecales cuando se consiguió la alimentación enteral completa (definida 
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como ≥150 cc / kg / día). La composición de la microbiota intestinal se analizó mediante 
secuenciación del gen de ARNr 16S. A pesar de una  mayor variabilidad, no se encontraron 
diferencias en la diversidad y riqueza microbiana, aunque el tipo de alimentación influyó 
significativamente en la composición de la microbiota intestinal en los prematuros y en los 
perfiles funcionales predictivos. Los recién nacidos prematuros alimentados con LM 
mostraron una presencia significativamente mayor de Bifidobacteriaceae y menor de 
Staphylococcaceae, Clostridiaceae y Pasteurellaceae en comparación con los prematuros 
alimentados con LHD. El perfil microbiano intestinal en los prematuros alimentados con FP 
fue diferente al observado en aquellos alimentados con LM. 
Sorprendentemente, los recién nacidos prematuros alimentados con LHD mostraron 
perfiles microbianos más cercanos a los de aquellos alimentados con LM. Los análisis 
metagenómicos inferidos mostraron que una mayor presencia del género Bifidobacterium 
en el grupo de la leche materna estaba relacionada con el enriquecimiento en la vía de 
biosíntesis y metabolismo de glicanos, cosa que no se identificó en los grupos de 
prematuros alimentados con LHD o  con FP. En conclusión, la LHD favorece un microbioma 
intestinal más similar a el inducido por LM que al inducido por la FP, a pesar de las 
diferencias entre LM y LHD. 
Esto podría tener posibles efectos beneficiosos a largo plazo sobre la funcionalidad 































































 En un segundo estudio buscamos responder a la pregunta de si el procesamiento de 
la leche humana donada tratada mediante pasteurización y congelación en el banco de 
leche, sufría una merma de su capacidad antioxidante de la misma. Los resultados fueron 
objeto de una publicación que se adjunta:  
 
Parra-Llorca A, Gormaz M, Sánchez-Illana Á, et al. Does Pasteurized Donor Human 
Milk Efficiently Protect Preterm Infants Against Oxidative Stress?. Antioxid Redox 




 La leche humana donada (LHD) pasteurizada es la mejor alternativa en los 
prematuros ≤ 32 semanas de edad gestacional, ≤ 1.500 gramos,  cuando la leche de la 
propia madre (LM) no está disponible. Aún se desconoce si la LHD protege a los prematuros 
del estrés oxidativo. Cuantificamos un panel de biomarcadores de estrés oxidativo en 
muestras de orina de recién nacidos prematuros (≤32 semanas de gestación y un peso al 
nacer ≤1.500 g) que recibieron ≥80% del volumen de alimentación como LHD o LM. La 
evaluación in vivo no invasiva del estrés oxidativo no mostró diferencias estadísticamente 
significativas entre ambos grupos en el momento en que se consiguió la nutrición enteral 
completa (150 ml / kg / día) y hasta el alta hospitalaria. Además, se evaluaron los cambios 
de los niveles de biomarcadores en orina con el tiempo. Este es el primer estudio 
longitudinal sobre los niveles de estrés oxidativo en prematuros alimentados con LHD en 
comparación con LM. No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en los 
niveles de estrés oxidativo en orina de los recién nacidos prematuros de ambos grupos, lo 
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que indica que a pesar de los efectos de la pasteurización, la LHD es una alternativa válida 
cuando la LM no está disponible. Con base a estos resultados, planteamos la hipótesis de 
que la LHD, a pesar de la pasteurización, protege a los prematuros del estrés oxidativo tan 
bien como la LM y, en consecuencia, su uso podría prevenir enfermedades relacionadas 


















































CAPÍTULO III.  
 
 
 Finalmente, analizamos las consecuencias del procesamiento de la leche humana 
donada sobre la expresión genómica intestinal, para lo que utilizamos células intestinales 
exfoliadas, tal y como se describe en la publicación adjunta: 
 
 
Parra-Llorca A, Gormaz M, Lorente-Pozo S, et al. Impact of Donor Human Milk in the 
Preterm Very Low Birth Weight Gut Transcriptome Profile by Use of Exfoliated 
Intestinal Cells. Nutrients. 2019;11:2677  (147). 
 
  
 La leche materna propia (LM) es la nutrición óptima para los prematuros. Sin 
embargo, la leche humana donada pasteurizada (LHD) es una alternativa válida. 
Exploramos las diferencias del transcriptoma en las células intestinales epiteliales 
exfoliadas (CIEE) de los recién nacidos prematuros que reciben alimentación completa con 
LM o LHDM. Métodos: Estudio observacional prospectivo que incluyó a recién nacidos 
prematuros ≤ 32 semanas de gestación y / o ≤ 1.500 g de peso al nacer. El ARN total de 
CIEE se procesó para el análisis de expresión de todo el genoma. Resultados: El análisis 
de componentes principales y el análisis de agrupamiento jerárquico no supervisado 
revelaron dos grupos agrupados correspondientes a los grupos LM y LHD que mostraron 
diferencias en el perfil de expresión genómica en 1629 transcripciones. El grupo de LM 
sobreexpresó el gen de la lactoalbúmina alfa (LALBA), el gen de la subunidad I de la 
citocromo C oxidasa (COX1) y el gen kappa de las caseínas (CSN3), el gen beta (CSN2) y 
el gen alfa (CSN1S1) y el gen del factor citosólico de neutrófilos 1 (NCF1) infraexpresado 
en comparación al grupo LHD. Conclusiones: El análisis transcriptómico de CIEE mostró 
que la LM indujo una expresión diferencial de genes específicos que podrían contribuir a 
una respuesta más eficiente frente a un desafío pro-oxidante temprano en el período 
posnatal cuando los prematuros tienen un mayor riesgo de estrés oxidativo. Se debe 




















































"Aprendí que el coraje no era la ausencia de miedo, sino el triunfo sobre él.  El 
valiente no es el que no siente miedo, sino el que vence ese temor“ 

























































 El periodo neonatal es un periodo de vida excepcionalmente vulnerable, 
especialmente para los RNPT. La prematuridad tiene una incidencia aproximada del 11%, 
y elevada morbimortalidad (16) por lo que en los últimos años, las investigaciones para 
mejorar sus cuidados están en auge.  
 La prematuridad está causada por diferentes motivos. Se han descrito factores 
sociales, culturales y biológicos relacionados con la misma. Entre ellos destacan, baja talla 
de la madre, bajo peso materno anterior al embarazo, parto antes de los 18 o después de 
los 35 años, hábito de fumar, uso de alcohol y drogas, escasa educación materna (con 
cierta frecuencia no completan los estudios primarios). 
Otros aspectos, son los antecedentes maternos en su salud y los trastornos en el embarazo 
actual, ya que ambas pueden aumentar la prematuridad. Una de las causas más importante 
es haber tenido un parto prematuro previo, ya que aumenta un 50 % la posibilidad de otro 
parto prematuro. Otros son abortos espontáneos durante el segundo trimestre, la 
incompetencia cervical, y el tiempo que ha pasado desde el embarazo previo (intervalo inter 
genésico) menor de 9 meses. Lo más apropiado, es que los embarazos no se reiteren hasta 
los 18 meses. Otros trastornos que aumentan en forma significativa la prematuridad son el 
embarazo múltiple, la placenta previa, el desprendimiento de placenta, la rotura prematura 
de membranas con amnionitis, y la infección urinaria reiterada (148). El motivo de la 
prematuridad, otras veces es por una activación de mecanismos inflamatorios intrauterinos, 
debidos a determinadas bacterias que colonizan las membranas y el líquido amniótico, e 
incluso son deglutidas.   
 La mejor alimentación para los recién nacidos prematuros es la leche materna 
propia, por sus efectos beneficiosos para la salud, la inducción de una microbiota intestinal 
madura y estable (19), su poder antioxidante (88) y producción de cambios transcriptómicos 
que podrían contribuir a la regulación de la respuesta inflamatoria en el intestino durante el 
 
 86 
período perinatal, que se caracteriza por la inmadurez del sistema inmunológico y un 
fenotipo proinflamatorio (94). 
Cuando la LM no está disponible o es insuficiente, la LHD se ha convertido en la alternativa 
preferida para la nutrición de los recién nacidos prematuros prematuros ≤ 32 semanas de 
edad gestacional, ≤  1.500 gramos, porque confiere ventajas clínicas sobre la alimentación 
con FP, como la reducción de la incidencia de NEC (73) y mejor tolerancia enteral, 
comparada con la FP (74). La alimentación con leche de FP sigue siendo la última opción, 
cuando las otras no están disponibles. 
 
 
En esta Tesis Doctoral titulada cómo “INFLUENCIAS DEL PROCESAMIENTO DE LA 
LECHE MATERNA DE DONANTE SOBRE LA MICROBIOTA INTESTINAL, LA 
EXPRESIÓN GENÓMICA Y EL EQUILIBRIO OXIDATIVO  
EN RECIÉN NACIDOS PRETÉRMINO MENORES DE 32 SEMANAS DE EDAD 
GESTACIONAL”, hemos estudiado los efectos de la  pasteurización de la leche materna y 
su impacto en  tres aspectos fundamentales (Figura 6) : microbiota inducida por la LHD 
comparada con la LM y la LF (Capítulo 1); niveles de estrés oxidativo en orina de 
prematuros alimentados con LM vs LHD (Capítulo 2) y expresión genómica en CIEE de 
























Figura 6:  Alimentación de prematuros ≤ 32 semanas de EG, ≤ 1.500 gramos, con LM , LHD 
Y FP. Efectos sobre la microbiota intestinal, el estrés oxidativo en orina y la expresión 
genómica en CIEE. 
A lo largo de los tres artículos, observamos cómo, a pesar de la pasteurización, la LHD 
induce una microbiota intestinal similar a aquella presente en los prematuros alimentados 
con LM, en comparación a aquellos alimentados con FP. En orina, observamos niveles de 
estrés oxidativo similares, entre aquellos prematuros alimentados con LM y LHD, por lo que 
mantiene la misma protección antioxidante. Sin embargo, a nivel local, en células 
intestinales epiteliales exfoliadas, se observa que la LM produce una sobreexpresión de 
vías antiinflamatorias y de reducción de estrés oxidativo, no presente en aquellos 











  Los primeros 1.000 días de vida se consideran un período esencial debido a las altas 
necesidades de energía y nutrientes asociadas con el rápido crecimiento y desarrollo 
observado durante los períodos prenatal y postnatal (149). Este es también un período 
crítico en el desarrollo metabólico, inmunológico, cognitivo y educativo. Una colonización 
microbiana adecuada durante este periodo es fundamental para la maduración apropiada 
del sistema inmune, el metabolismo así como el desarrollo del sistema nervioso central, 
favoreciendo la maduración de funciones cognitivas y sensoriales, como la visión. Las 
alteraciones de la microbiota pueden tener consecuencias importantes para la salud. 
 
  Nuestros resultados han demostrado que el tipo de alimentación recibida en los recién 
nacidos prematuros ≤ 1.500 gramos / ≤ 32 semanas de edad gestacional, tiene un impacto 
importante en la composición microbiana intestinal de los mismos. Así, descubrimos que 
los perfiles microbianos inducidos por LM vs LHD eran diferentes, tal y cómo se observa en 
la figura 1 del artículo “Preterm Gut Microbiome Depending on Feeding Type: Significance 
of Donor Human Milk” (146). 
Los prematuros alimentados con LM mostraron, en su microbiota intestinal, una presencia 
significativamente mayor y más enriquecida de Bifidobacteriaceae y menor de 
Staphylococcaceae, Clostridiaceae y Pasteurellaceae en comparación con bebés 
alimentados con LHD.  
  A nivel de género, se observaron niveles más altos de Bifidobacterium y 
Enterobacteriaceae sin clasificar y menores niveles de Clostridiaceae sin clasificar en 
muestras fecales del grupo LM en comparación con el grupo alimentado con LHD. 
  En estudios previos, se observó que los recién nacidos prematuros que recibieron LM, 
tuvieron una mayor abundancia de Clostridiales, Lactobacillales y Bacillales en 
comparación con los grupos de LHD y FP (150). 
En ambos grupos se observó mayor abundancia de Enterobacteriales.  Ajustando por 
género, edad de gestación y peso al nacimiento, se pudo comprobar que la diversidad de 
la microbiota intestinal aumentó con la edad postnatal y fue siempre mayor en los lactantes 




Finalmente, en aquellos alimentados con FP el perfil microbiano fue distinto de los 
observados en LM y LHD, lo que sugiere que ésta última, favorece un microbioma intestinal 
más similar a aquel inducido por LM, a pesar de las diferencias entre las características de 
ambas leches.  
    Los perfiles de KEGG en LHD y LM que encontramos en nuestros estudios, indicaban 
que eran más similares entre ambos, que aquellos observados en los prematuros 
alimentados con FP.  El perfil funcional de los prematuros alimentados con LM está 
representado principalmente por el sistema de secreción bacteriana, la biosíntesis de 
lipopolisacáridos (LPS) y proteínas, y se relacionarían principalmente con la presencia de 
bacterias Gram negativas. Curiosamente, observamos una reducción significativa en la 
biosíntesis de LPS y proteínas en prematuros alimentados con FP en comparación con 
aquellos alimentados con LM o LHD (sin diferencia entre ellos). Estos datos sugerirían el 
posible vínculo entre LPS y la respuesta inmune, de acuerdo a la publicación de Cullen y 
colaboradores (151). 
En nuestro contexto, LM y LHD modulan la microbiota intestinal en recién nacidos 
prematuros provocando un enriquecimiento de  Bifidobacterium spp. y Bacteroides spp. que 
podría promover la señalización específica de LPS y su contribución al sistema inmune. El 
grupo de FP, presentó una reducción significativa en comparación con los grupos que 
recibieron LM o LHD en las funciones derivadas de la presencia de oligosacáridos e 
involucradas en el metabolismo complejo de carbohidratos (por ejemplo, la biosíntesis de 
glucano). 
  Estas diferencias podrían explicarse por la abundancia de bacterias metabolizadoras de 
oligosacáridos como Bifidobacterium y Bacteroides spp. en intestino de prematuros 
alimentados con LM y LHD en comparación con el grupo alimentado con FP. Los 
oligosacáridos actúan como antimicrobianos anti-adhesivos y moléculas de señalización 
que interfieren con los receptores de unió a patógenos, virus y toxinas; modulando también 
indirectamente la respuesta inmune, de ahí la gran ventaja que ofrece el uso de LM y LHD 







En el metagenoma de los prematuros alimentados con FP, observamos el enriquecimiento 
de las funciones KEGG relacionadas con el metabolismo del azúcar como el metabolismo 
de la galactosa, que está involucrado en la conversión de galactosa en glucosa. Esto podría 
surgir del consumo de FP y / o productos lácteos. También están enriquecidas en este 
grupo las funciones KEGG relacionadas con el metabolismos de amino azúcares y 
nucleótidos (152). 
  En general, se observaron menores diferencias en los perfiles funcionales entre aquellos 
prematuros alimentados con LM y LHD, lo que sugiere el efecto potencial de la LHD al imitar 
la funcionalidad del microbioma inducido por la alimentación con leche materna. Estos 
resultados son prometedores y abrirían nuevas posibilidades en futuras investigaciones que 
deberían llevarse a cabo.   
  Sin embargo, observamos dos factores importantes que podrían influir en las diferencias 
encontradas en la microbiota intestinal de los prematuros alimentados con LM o con LHD. 
El primer factor estaría relacionado con el momento de la extracción de la leche en relación 
con la edad gestacional y la etapa de lactancia. Mientras que la LM es el producto biológico 
de una gestación interrumpida de forma prematura, la LHD procede principalmente de 
madres que dieron a luz neonatos a término, e iniciaron la donación como mínimo 3 meses 
tras el parto. Se trata, por tanto, de una leche madura, con un cambio en su composición 
respecto a la leche de madre con parto prematuro. Aunque la leche materna es muy variable 
entre los individuos, se descubrió que la edad postnatal y la etapa gestacional (pretérmino 
versus término) son predictores importantes de la composición de la leche materna (153).       
Así, el calostro presenta más proteínas, grasa y lactosa tanto en leche prematura cómo en 
la leche a término, comparado con la leche madura. A medida que la leche va madurando, 
con el paso del tiempo se produce una reducción de la diversidad de proteínas.  
  El segundo factor estaría relacionado con el procedimiento de pasteurización que 
inevitablemente altera los componentes termolábiles, algunos de los cuales son esenciales. 
El tratamiento térmico utilizado por la mayoría de Bancos de Leche para inactivar agente 
virales y bacterianos es el método Holder (62.5ºC durante 30 minutos). Ésta pasteurización 
causa la pérdida de algunas propiedades funcionales, biológicas y estructurales de la LM, 
favoreciendo la destrucción bacteriana. Otros componentes se ven disminuidos 
(Inmunoglobulinas, citoquinas, factores de crecimiento, hormonas, etc. Sin embargo, otros 
componentes no se alteran (HMO, algunas vitaminas, ácidos grasos, etc) (3,127). 
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  Por lo tanto, las diferencias encontradas en la microbiota fecal de los prematuros 
alimentados con LM vs LHD, se explicarían, al menos parcialmente, por la diferente 
composición del nutriente recibido y sus compuestos bioactivos como los marcadores 





 Un segundo aspecto estudiado en nuestros artículos son los niveles de estrés 
oxidativo en orina de prematuros ≤ 32 semanas de EG y ≤1.500 g, alimentados con LM vs 
LHD (145). Cómo se ha mencionado anteriormente, los bebés prematuros tienen un 
sistema de defensa antioxidante inmaduro y los ROS se han relacionado con el desarrollo 
de patologías relevantes, como displasia broncopulmonar, retinopatía del prematuro, 
hemorragia intraventricular y periventricular o ECN, entre otros (9). 
  Sabemos que la LM contiene una amplia gama de antioxidantes con efectos positivos 
sobre las condiciones asociadas al estrés oxidativo. En un metaanálisis reciente (9), se 
demostró que una dieta exclusiva de leche humana reduce el riesgo de displasia 
broncopulmonar, en comparación con una dieta con FP y / o fortificante a base de leche 
bovina (RR 0,80, IC 95% 0,68– 0,95).  
  Un estudio previo demuestra que los prematuros alimentados con LM presentaron niveles 
más bajos de metabolitos en orina derivados del daño por hidroxilo a las proteínas y al ADN 
comparados con los niveles de aquellos alimentados con FP (88) pero se desconoce el 
potencial de la LHD para proteger contra el estrés oxidativo y sus patologías relacionadas.  
La evaluación in vivo del daño oxidativo puede llevarse a cabo mediante la detección de 
biomarcadores específicos en fluidos biológicos que reflejen el daño a proteínas, ADN o 
lípidos (9).  
  Los recién nacidos prematuros incluidos en este estudio presentaban buenas condiciones 
generales y se encontró que algunos de los biomarcadores medidos estaban por debajo 
del LOQ en las muestras de orina recogidas. Por ejemplo, los biomarcadores de acción de 
mieloperoxidasa (3-Cl-Tyr / p-Tyr y 3-NO2-Tyr / p-Tyr) no se detectaron en este estudio, lo 
que indica un bajo estado proinflamatorio en esta población de recién nacidos prematuros. 
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Este hallazgo concuerda con estudios previos donde se observaron bajos niveles de m-Tyr, 
3-Cl-Tyr y 3-NO2-Tyr en muestras de orina de prematuros (156). 
 
 En nuestro estudio, no encontramos diferencias estadísticamente significativas en 
un total de 22 biomarcadores, presentes en niveles cuantificables, en muestras de 
prematuros alimentados con LM vs LHD,  en diferentes puntos temporales que abarcan 
desde el logro de la nutrición enteral completa (180 ml/kg/día) hasta el alta hospitalaria (ver 
Figura 2 del artículo “Does Pasteurized Donor Human Milk Efficiently Protect Preterm 
Infants Against Oxidative Stress?” (145). 
  
 Los resultados presentados en nuestro estudio respaldan, que a pesar del efecto 
perjudicial conocido de la pasteurización en algunos de los componentes antioxidantes de 
la LM, los recién nacidos que reciben LHD se encuentran igualmente protegidos contra el 
daño asociado a los radicales libres, que los recién nacidos alimentados con LM. 
Nuestro estudio muestra que algunos niveles de biomarcadores de daño oxidativo, varían 
en función del tiempo (Figura  3  del artículo “Does Pasteurized Donor Human Milk Efficiently 
Protect Preterm Infants Against Oxidative Stress?” (145). 
)  y quizás otros factores, cómo el mecanismo subyacente,necesitarían ser estudiados. 
 
El análisis de muestras de orina no invasivas permitió estudiar a recién nacidos prematuros 
y permitió observaciones longitudinales sin realizar procedimientos invasivos dolorosos, 
repetidos. Sin embargo, algunos de los biomarcadores no pudieron cuantificarse a pesar 
de que se emplearon procedimientos analíticos altamente sensibles. Otra deficiencia es la 
falta de información y de análisis de la capacidad antioxidante de la LM empleada en este 
estudio, pre y post-pasteurización, así como los niveles de compuestos de LM que son de 












 Para el estudio del perfil de expresión genómica en CIEE (147), empleamos un 
método de técnicas no invasivas previamente validado por nuestro grupo (157) y 
analizamos el perfil transcripcional intestinal en prematuros alimentados con LM vs LHD. 
Esta novedosa metodología vanguardiasta, consiste en aislar CIEE en heces de recién 
nacidos, en nuestro caso, prematuros, para estudiar la microbiota, así como poder 
establecer relaciones entre bacterias y la expresión de ciertos genes humanos, en función 
de la acción directa de los componentes de la leche materna sobre el epitelio intestinal.  
En el análisis de componentes principales se observa un porcentaje de variabilidad del 12% 
entre ambos grupos. Se observaron 1.600 genes diferencialmente expresados entre los 
prematuros alimentados con LM, vs aquellos alimentados con LHD, en un panel global de 
más de 20,000 genes. 
Los genes candidatos en los que el análisis de expresión génica de CIEE mostraron 
cambios significativos fueron: alfa-lactalbúmina (LALBA), caseínas kappa (CSN3), beta 
(CSN2) y alfa (CSN1S1), subunidad I de citocromo c oxidasa (COX1), y Factor citosólico 
de neutrófilos 1 (NCF1). 
Las diferencias en la microbiota intestinal inducidas por una dieta diferente (101) podrían 
ser un factor mediador potencial para inducir los cambios en el perfil de expresión génica.  
  En nuestro estudio, por una parte, observamos diferente expresión en genes que 
sintetizan proteínas.  Las proteínas actúan como moléculas biológicamente activas para 
ayudar en la digestión y absorción de nutrientes, confieren protección contra los patógenos 
y modulan la maduración inmune y la respuesta inmune (158–160). 
  El proteoma de la LM es complejo e incluye 2.500 proteínas diferentes identificadas (161). 
Tiene una importante función durante la lactancia, incluida la entrega de nutrientes y su 
mejor biodisponibilidad para el crecimiento, el desarrollo cognitivo, la defensa inmune y la 
maduración intestinal (162). La alfa-lactoalbúmina, la lactoferrina, la albúmina sérica y las 
caseínas se encuentran entre las proteínas más abundantes y representan 
aproximadamente el 85% del contenido proteico total de LM (163). 
Nuestros resultados revelaron la sobreexpresión de genes de diferentes tipos de caseínas 
y lactoalbúmina en recién nacidos prematuros alimentados con LM. Estos cambios son 
consistentes con el mayor contenido de proteínas de la leche obtenida de madres de 
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prematuros en comparación con las madres de niño a término que donan leche madura, a 
partir de los 3 meses del parto y donan leche madura al banco (164). 
 
 Tal y cómo hemos mencionado anteriormente, los prematuros tienen un sistema de 
defensa antioxidante inmaduro. Los tratamientos que se les aplican generan altos niveles 
de estrés oxidativo y radicales libres.  
Las especies reactivas de oxígeno (ROS) pueden ser beneficiosas porque son utilizadas 
por las células inmunes, especialmente monocitos y macrófagos, para frente a los 
patógenos (165).  El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la producción 
de radicales libres  y la capacidad de reducción del sistema de defensa antioxidante del 
organismo a favor del primero (2). La presencia de ROS desencadena la expresión de 
genes proinflamatorios a través de la activación del factor de transcripción NFkB (166) (86). 
Tanto ROS, como citocinas y genes específicos, como NCF1, promueven la translocación 
de NFκB al núcleo, donde se une a genes diana específicos (ARE = Antioxidant responsive 
elements) favoreciendo la expresión de genes que juegan un papel central en las 
respuestas inflamatorias (167) e inmunes (168) y la secreción de citocinas por numerosos 
tipos de células (169–171). 
 
 Como mostramos en la Figura 4 del artículo “Impact of Donor Human Milk in the 
Preterm Very Low Birth Weight Gut Transcriptome Profile by Use of Exfoliated Intestinal 
Cells” (147), en los recién nacidos prematuros alimentados con LM, la expresión de NCF1 
está regulada de forma negativa y, al mismo tiempo, COX1 regulada de forma positiva. 
Estos cambios podrían explicar por qué la LM fresca tiene mayores propiedades 
antiinflamatorias y antioxidantes que la leche pasteurizada (172) . La proteína codificada 
por este gen NCF1 es una subunidad citosólica de la NADPH oxidasa de neutrófilos 
(nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidasa).  Es un complejo enzimático unido a la 
membrana que se enfrenta al espacio extracelular. Se puede encontrar en la membrana 
plasmática, así como en las membranas de los fagosomas utilizados por los glóbulos 
blancos de neutrófilos para ingerir microorganismos. Esta oxidasa es una enzima que se 
activa para producir anión superóxido y, posteriormente, estrés oxidativo (173). 
La regulación negativa de NCF1  reduce también la producción de citocinas, por lo tanto, 
desempeña un papel esencial en la modulación de la autoinmunidad, los procesos 
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inmunológicos, la inflamación, las respuestas proliferativas y la apoptosis (152,174,175). 
Por otra parte, en la figura 4 observamos la sobreexpresión del gen COX 1 en aquellos 
prematuros alimentados con LM, comparados con aquellos alimentados con LHD. El gen 
COX1 regula el flujo de electrones a través de la cadena de transporte de electrones 
mitocondriales y la formación de H2O, reduciendo así la generación de radicales libres y, 
secundariamente, la activación de las vías proinflamatorias (174). Además, COX1, a través 
de la interacción con la proteína chaperona HSPA8, también juega un papel importante en 
condiciones prooxidantes, como la hipoxia-reoxigenación mediante la inactivación de NFκB 
y las vías pro-apoptóticas (176,177). 
 Además, el receptor alfa activado por proliferador de peroxisomas (PPAR-α) también inhibe 
la NFκB, pero no la proteína quinasa activada por el estrés (176,178). 
Por tanto, en el análisis transcriptómico en CIEE  de recién nacidos prematuros, se visualiza 
un cambio en la expresión genómica, entre aquellos alimentados con LM de su propia 
madre, con un recién nacido prematuro, comparando con aquellos que reciben leche 
madura y pasteurizada.  
Estos resultados se obtuvieron en muestras fecales y, por lo tanto, reflejaron cambios 
locales ubicados en el intestino de los recién nacidos prematuros. Los metabolitos 
derivados de la digestión de LM y LHD podrían ejercer un estímulo específico sobre las 





Una limitación del estudio actual es el pequeño tamaño de la muestra. Dada la política de 
promover el uso de LM en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN), el acceso 
a una población de estudio alimentada exclusivamente con LHD durante varias semanas 
es muy difícil, ya que ésta generalmente se proporciona solo para completar los requisitos 
de alimentación enteral, hasta que haya suficiente LM disponible, para satisfacer la 






Nuestros resultados demuestran que, independientemente de la pasteurización, la LHD 
proporcionada por un banco de leche, es una buena alternativa cuando la LM no está 
disponible, ya que protege a los recién nacidos prematuros contra el estrés oxidativo de 
manera similar a la LM e induce una microbiota intestinal similar entre ambos.  Esto subraya 
la importancia de promover los bancos de leche humana que proporcionan LHD para la 
nutrición en prematuros y otras patologías (cardiopatías, cirugías intestinales, 
encefalopatías hipóxico-isquémicas, etc…) en situaciones donde la LM no está disponible, 
o el volumen es insuficiente. Sin embargo, si se observan modificaciones a nivel local, 
produciendo un cambio en la expresión transcriptómica en las CIEE, por lo que se ha de 
seguir investigando en nuevas técnicas de pasteurización que produzcan menos pérdida 







































“Los momentos finales de una experiencia determinan el recuerdo que 
























































1. Donor human milk favors the development of a gut microbiome that resembles the 
microbiome acquired by infants nourished by their own mother’s milk more than 
microbiome in formula fed infants. Nonetheless, preterm infants nourished donor 
human milk, have a distinct microbial profile but shortage in the microbial diversity and 
richness present in the gut microbiome of infants fed with owns mother milk. 
2. Despite these differences, donor human milk confers beneficial potential effects upon 
intestinal functionality, immune system and metabolic activities.  
3. Preterm infants nourished with donor human milk have similar antioxidant capacity as 
preterm fed own mother's milk as reflected in the level of urinary biomarkers of oxidative 
damage to proteins, DNA or lipids. 
4. The variability in terms of transcriptomic expression in exfoliated intestinal cells was 
12.1% between own mother´s milk and donor human milk. Nevertheless, 1629 genes 
were differentially expressed between both groups. 
5. The candidate genes with different expression between preterm nourished with own 
mother’s milk and donor human milk were Lactalbumin alpha (LALBA), Casein kappa  
(CSN3),  Casein beta  (CSN2),  Casein alpha-1  (CSN1S1),  Cytochrome C oxidase 
subunit 1  (COX1),  Neutrophil cytosolic factor 1  (NCF1). 
6. The biological analysis of these genes indicates that donor human milk possesses a 
lower anti-inflammatory potential than its own mother´s milk. This is important in terms 
of its ability to protect against pathogens and the development of necrotizing 
enterocolitis.  
7. Notwithstanding the differences, our studies show many data in favor of important 
advantages of donor human milk over formula milk. Conversely, new pasteurization 






















“Da siempre lo mejor de ti, y lo mejor vendrá” 





















































IX. PERSPECTIVAS FUTURAS. 
 
- Realizar un nuevo estudio con la misma población (prematuros ≤ 32 semanas de edad 
gestacional, ≤ 1.500 gramos, con el nuevo modelo de pasteurización HTST (Colaboración 
con el Hospital 12 de Octubre de Madrid) para comparar los resultados.  
 
- Buscar marcadores predictores de enterocolitis necrotizante y sepsis tardía en prematuros 
≤ 32 semanas, ≤ 1.500 gramos, mediante el estudio de microbiota intestinal, ácidos 
orgánicos volátiles y cambios en expresión de genes (vías de cascada inflamatoria, estrés 
oxidativo). 
 
- Comprobar si con el uso de fortificantes humanos la microbiota intestinal inducida por la 
LHD sería más parecida a la inducida por la LM, manteniendo el mismo poder antioxidante 
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“Nuestra recompensa se encuentra en el esfuerzo y no en el resultado. Un esfuerzo 





















































XI. ANEXO. MATERIAL SUPLEMENTARIO. 
 
ANEXO 1: HOJA DE SOLICITUD DE LECHE HUMANA DONADA EN NUESTRA 








ANEXO 2: DIAGRAMA DE FLUJO. PROCESO DE SELECCIÓN DE MADRES 
DONANTES. CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN. 




ANEXO 3: HISTORIA CLÍNICA CON LOS DATOS SOLICITADOS A LAS 
MADRES DONANTES:. 
- DATOS DE FILIACIÓN: Nombre, Apellidos, Número de Historia Clínica, SIP, fecha 
de nacimiento, País de Origen, Dirección, Teléfono de contacto, correo electrónico.  
Información de cómo han conocido el banco de leche: Matrona CS, Pediatra CS, 
Enfermera CS, Maternidad, Grupo apoyo LM,  Servicio de Neonatos, Medios de 
comunicación u otras vías de comunicación. 
- DATOS LACTANCIA : número de embarazos (abortos e hijos). Nombre del bebé. 
Fecha del parto. Edad gestacional. Embarazo múltiple. Hospital de nacimiento. Peso 
al nacimiento.  
Fecha de inicio de la donación. Edad hijo/a en el momento del inicio de la donación.  
Antecedentes del bebé (ingresado o no, vivo o no, receptor de leche o no).  
Donación puntual de leche acumulada  y el motivo (fallecimiento hijo, falta espacio, 
producción elevada…). 
 
- ANTECEDENTES PERSONALES PATOLÓGICOS: 
 Enfermedades previas y cuáles. Fármacos y si son compatibles con la 
lactancia.      
 Vacuna polio o rubeola en las pasadas 4 semanas. 
 Enfermedades crónicas o infecciones activas incompatibles con lactancia    
 Grupo de riesgo de enfermedades graves transmisibles por sangre 
(transfusión sanguínea, trasplante órganos, diálisis, ADVP, pareja infección) 
 Antecedentes familiares de riesgo de contraer encefalopatía espongiforme 
(enfermedad de Creutfeld- Jakob).  
 Trasplante de córnea o duramadre. 










- HABITOS DE VIDA QUE SON CRITERIOS DE EXCLUSIÓN: 
• Nicotina, alcohol, drogas. Dietas especiales (vegetariana, etc).  
• Xantinas (> 3 bebidas/día de  café, té, cola). 
• Pareja con test positivo para VHB, VHC, VIH, HTLV o sífilis.   
• Tatuaje o piercing.   
 
- EXCLUSIÓN TEMPORAL : 
• Infección aguda, Fármacos / hierbas, Reactivación Zóster/herpes local en pecho/ 
 tórax, Vacuna  virus vivos atenuados  en las pasadas 4 semanas 
• Tiempo de exclusión temporal y unidades (horas, días, o meses). 
• Fecha reanudación donación. 
 
- DATOS SOBRE EXTRACCIÓN DE LECHE: extracción previa, disponibilidad de 
sacaleches o préstamo del mismo. Número de sacaleches prestado. Disponibilidad 































ANEXO 5: ACEPTACIÓN MENCIÓN INTERNACIONAL DE LA TESIS 
 
 
 
